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RESUMO

A hipertensdo arterial sistémica, ¢ uma doenca cardiovascular relevante para a saude puablica,
cujas alteracdes hemodindmicas podem acarretar prejuizos irreversiveis em 6rgdos alvos, como
coracdo e rins. Desta forma, é salutar a investigagdo de terapias que possam contribuir no
tratamento da HAS, juntamente aos medicamentos ja empregados no manejo clinico do
paciente. O carvacrol, um monoterpeno presente nos 6leos essenciais, oriundo do orégano e
tomilho, vem sendo avaliado em diversos protocolos experimentais para avaliagao do seu efeito
sobre o sistema cardiovascular. A literatura cientifica reporta efeito vascular do carvacrol, com
acao inibitoria sobre canais de célcio. Mais recentemente, foi demostrado pelo nosso grupo de
pesquisa, de maneira inovadora, que esse monoterpeno, por via oral, pode modular a expressao
génica de receptores AT1 e MAS em tecido renal de ratos espontaneamente hipertensos (SHR),
sugerindo de maneira inicial, um mecanismo anti-hipertensivo modulador do Sistema Renina-
Angiotensina (SRA). Porém, ndo fora possivel avaliar se o carvacrol atua de maneira
dependente ou independente de dose, seu efeito sobre a enzima conversora de angiotensina |
(ECA), ou se ele atua na expressdo génica dos receptores MAS no tecido cardiaco. Nesse
contexto, buscamos no presente consistiu em continuar o estudo do efeito do tratamento oral
com carvacrol sobre a modulacdo do SRA em SHR, avaliando os niveis séricos de ECA,
Angiotensina 1-7 (Ang 1-7), padrBes hemodinamicos e bioquimicos renais e hepaticos,
lipidograma, além da expressdo de receptores AT1 e MAS em cardiomidcitos. Vinte e cinco
animais, machos, com 90 dias de idade, foram fornecidos pela Universidade Federal do
Maranhdo, garantindo condi¢fes normais de microclima, com ciclo claro-escuro (12h:12h),
agua e dieta padrdo ad libitum. Os animais, ap0s adapatacdo, foram randomizados em grupos:
Wistar: grupo controle normotenso tratado com sorbitol (Wistar); grupo controle hipertenso
tratado com sorbitol (SHR-Sorbitol); grupo hipertenso tratado com 50mg de losartana (SHR-
Los-50mg); grupo hipertenso tratado com 20mg/kg/dia de carvacrol (SHR-Carv-20mg) e grupo
hipertenso tratado com 40mg/kg/dia de carvacrol (SHR-Carv-40mg). Ao final de 30 dias, 0s
animais foram eutanasiados para coleta de sangue e tecido cardiaco. Durante todo o tratamento,
0s animais tiveram sua evolucdo ponderal e consumo de racdo medidos, além de seus padrbes
hemodinamicos (pressao arterial e frequéncia cardiaca) aferidos pelo método indireto, atraves
de um pletismografo, sempre anterior as gavagens. Os resultados mostram um efeito anti-
hipertensivo, associado a uma regulacdo dos niveis lipidicos. Ainda, os dados indicam uma
inibicdo na sintese da ECA 1 e regulagdo da producédo da Angiotensina 1-7, culminando na



reducdo da pressdo arterial dos grupos tratados com carvacrol, a niveis de normotensdo, para
ambas as doses. Em continuidade, o carvacrol promoveu dowregulation na expressédo de
receptores AT1 e MAS em tecido cardiaco, de maneira dose-dependente. Os resultados sugerem
que o carvacrol, € um fitoquimico com propriedade anti-hipertensiva, cujo mecanismo de acédo
parece envolver, além dos canais de célcio, a modulacdo do SRA, mais especificamente

aumento de ECAI sérica e expressdo de receptores MAS cardiacos.

Palavras — chaves: Carvacrol, Fitoquimicos, Receptor AT1, Receptor MAS, Extrato de

plantas.



ABSTRACT

Systemic arterial hypertension (SAH) is a relevant cardiovascular disease for public health,
whose hemodynamic changes can cause irreversible damage to target organs, such as the heart
and kidneys. In this way, it is salutary to investigate therapies that may contribute to the
treatment of SAH, together with the drugs already used in the clinical management of the
patient. Carvacrol, a monoterpene presents in essential oils, derived from oregano and thyme,
has been evaluated in several experimental protocols to evaluate its effect on the cardiovascular
system. The scientific literature reports the vascular effect of carvacrol, with an inhibitory
action on calcium channels. More recently, it was demonstrated by our research group, in an
innovative way, that this monoterpene, orally, can modulate the gene expression of AT1 and
MAS receptors in renal tissue of spontaneously hypertensive rats (SHR), initially suggesting an
antihypertensive mechanism that modulates the Renin-Angiotensin System (RAS). However,
it was not possible to assess whether carvacrol acts in a dose-dependent or independent manner,
its effect on angiotensin | converting enzyme (ACE), or whether it acts on the gene expression
of MAS receptors in cardiac tissue. In this context, what we sought in the present consisted of
continuing the study of the effect of oral treatment with carvacrol on the modulation of the RAS
in SHR, evaluating the serum levels of ACE, Angiotensin 1-7 (Ang 1-7), renal and hepatic
hemodynamic and biochemical patterns, lipidogram, in addition to the expression of AT1 and
MAS receptors in cardiomyocytes. Twenty-five animals, male, 90 days old, were provided by
the Federal University of Maranh&o, ensuring normal microclimate conditions, with light-dark
cycle (12h:12h), water and standard diet ad libitum. The animals, after adaptation, were
randomized into groups: Wistar: normotensive control group treated with sorbitol (Wistar);
sorbitol-treated hypertensive control group (SHR-Sorbitol); hypertensive group treated with
50mg of losartan (SHR-Los-50mg); hypertensive group treated with 20mg/kg/day of carvacrol
(SHR-Carv-20mg) and hypertensive group treated with 40mg/kg/day of carvacrol (SHR-Carv-
40mg). At the end of 30 days, the animals were euthanized for collection of blood and cardiac
tissue. Throughout the treatment, the animals had their weight gain and feed intake measured,
in addition to their hemodynamic patterns (blood pressure and heart rate) measured by the
indirect method, using a plethysmograph, always prior to the gavages. The results show an
antihypertensive effect, associated with the regulation of lipid levels. Furthermore, the data
indicate an inhibition in the synthesis of ACE I and regulation of the production of Angiotensin

1-7, culminating in the reduction of blood pressure in the groups treated with carvacrol, at



normotension levels, for both doses. In continuity, carvacrol promoted downregulation in the
expression of AT1 and MAS receptors in cardiac tissue, in a dose-dependent manner. The
results suggest that carvacrol is a phytochemical with antihypertensive properties, whose
mechanism of action seems to involve, in addition to calcium channels, RAS modulation, more

specifically, increase in serum ACEI and expression of cardiac MAS receptors.

Keywords: Carvacrol, Phytochemicals, AT1 Receptor, MAS Receptor, Plant extract.
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1 INTRODUCAO

A hipertensao arterial sistémica (HAS) é uma doenca crénica de etiologia multifatorial,
caracterizada por niveis sustentados de presséo arterial sistdlica (PAS) e/ou diastélica (PAD)
maiores ou iguais a 140/90 mmHg. O diagndéstico da HAS quase sempre ocorre de maneira
tardia, uma vez que essa patologia se apresenta frequentemente assintomatica. A permanéncia
do quadro hipertensivo pode levar a processos deletérios do eixo cardiorrenal, como por
exemplo insuficiéncia cardiaca, doenca arterial coronaria e doenga renal crbnica que pode
evoluir para perda da funcéo renal (Barroso et al., 2021).

Portanto, é pertinente a investigacdo de terapias que possam ajudar de maneira segura
no manejo da HAS. Neste contexto, o carvacrol se apresenta como opcdo a ser investigada,
quanto as suas propriedades hipotensoras e anti-hipertensivas (Barroso et al., 2021).

Sobre os estudos cientificos sobre controle da pressao arterial, € importante ressaltar que
0 sistema renina angiotensina (SRA) é um sistema de peptideos vasoativos regulados por duas
enzimas conversoras de angiotensina (ECA-1 e ECA-2) e tem papel importante para o controle
da hipertensdo (Aronson; Ferner, 2020; Ren et al., 2016). A ECA-2 ¢ um homdlogo da ECA,
e desempenha um papel fundamental no SRA, envolvida na regulacdo da pressdo arterial e
homeostase eletrolitica (Kuba; Imai; Penninger, 2013).

Nessa perspectiva, 0 SRA apresenta componentes que irdo favorecer a hipertenséo e
seus processos deletérios, como € o caso do aumento na sintese de angiotensina Il (ANG 1)
pela ECA-1 e a expressao do seu receptor (AT1R) (Navar, 2014), que estdo diretamente
envolvidos com as vias de hipertrofia cardiaca (De Mello, 2017) e lesdo renal (Edgley; Kett;
Anderson, 2003; Zhu et al., 2011), assim como a angiotensina 1-7 (Ang 1-7), resultante da
clivagem da Ang Il pela ECA-2, e seu receptor (MAS), que desenvolvem efeitos antagbnicos a
Ang Il e AT1R (Patel et al., 2012), como por exemplo, vasodilatacdo (De Mello, 2017), reducéo
da pressdo arterial e inibi¢do de fibrose cardiaca (Mori et al., 2014).

O SRA também tem papel importante na fisiopatologia da hipertensdo genética de ratos
espontaneamente hipertensos - SHR (Collett et al., 2013). A HAS pode ser causada por
hiperatividade do SRA, e esta disfuncdo é uma das caracteristicas observadas no modelo de
hipertensdo dos animais SHR. Este modelo vem sendo utilizado em pesquisas cientificas por
ser o que melhor mimetiza a HAS em humanos, devido a apresentar aumento da resisténcia
vascular periférica, hiperatividade simpatica, hiperatividade do sistema renina angiotensina
aldosterona, bem como desbalanco de fatores natriuréticos, gerando lesdo em o6rgéos alvos, da

mesma forma que ocorre nos humanos (Fazan Jr; Silva; Salgado, 2001; Yamori, 1984).
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A partir de pesquisas cientificas, com o objetivo de prevenir ou retardar o processo
degenerativo e a morbimortalidade associada a HAS, temos hoje vérias classes de farmacos
anti-hipertensivos, dentre estas destacamos os bloqueadores do SRA, que séo os inibidores da
enzima conversora de angiotensina (IECA), bloqueadores dos receptores da angiotensina Il
(BRA), antagonistas da aldosterona e os inibidores diretos da renina (Barroso et al., 2021).
Esses farmacos promovem ndo somente a reducdo da PA, mas podem levar a um efeito
inibitorio do remodelamento cardiaco, com possiveis propriedades anti-aterosclerdticas, retardo
do declinio da funcéo renal, reducéo da morbidade e da mortalidade cardiovascular, reducéo da
proteindria em individuos com doenga renal, entre outros. Porém, como a maioria dos farmacos
sintéticos, possuem efeitos colaterais, tais como tosse seca, hipercalemia, rash cutaneo, diarreia,
aumento da creatinofosfoquinase, risco de complicacdes fetais na gravidez e podem levar a
reducdo inicial da filtracdo glomerular (Barroso et al., 2021).

Desse modo, muito se tem investido em descoberta de novas medidas terapéuticas para
esta doencga, sendo que aquelas oriundas de recursos naturais ganham cada vez mais destaque
no meio cientifico, uma vez que se apresentam como possibilidades mais seguras, eficazes e de
custo menor do que os desenvolvidos de forma sintética.

Assim, o notdvel avanco cientifico envolvendo plantas medicinais, proporcionou a
descoberta de diversos fitoterapicos com potencial de tratar a hipertensdo (Bakkali et al., 2008;
Samaha et al., 2019; Tomazzoni; Negrelle; Centa, 2006).

Portanto, a bioprospeccdo de recursos naturais tem grande relevancia, por proporcionar
a validacdo cientifica de plantas usadas tradicionalmente como medicinais. Dentre as diversas
espécies na literatura, ha interesse em intensificar o uso do carvacrol (Melo et al., 2010; Rajput
et al., 2018). O carvacrol € um monoterpeno presente nos 6leos essenciais, oriundo do orégano
(Origanum vulgares, O. dictamnus e O. majorana) e tomilho (Thymus vulgaris, T. capitatus e
T. serpyllum) (Santos et al., 2011; Suntres; Coccimiglio; Alipour, 2015).

Este monoterpeno pode apresentar diferentes fungdes quimicas, entre as quais: aldeidos,
cetonas, éteres, acidos, alcoois e fenois (Felipe; Bicas, 2017). Essas funcbes quimicas o
conferem potencial anti-inflamatorio (Liu et al., 2019), anticancerigeno (Arunasree, 2010;
Baranauskaite et al., 2017), antioxidante (Bellés et al., 2019), vasorrelaxante (Earley; Gonzales;
Garcia, 2010), anti-hipertensivo (Barreto Da Silva et al., 2020; Costa et al., 2021; Dias et al.,
2022), cardioprotetor (Chen et al., 2017), além de propriedades antimicrobiana e antifingica
(Gonelimali et al., 2018; Liu et al., 2017).

Em relacdo aos seus efeitos hipotensores, o primeiro estudo a atribuir esta propriedade
ao carvacrol foi conduzido por Aydin et al. (2007). Em seguida vieram os trabalhos de Dantas
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etal. (2015) e Feketa e Marrelli (2015), todos estudando o carvacrol pelas vias de administragdo
intravenosa ou intraperitoneal. Somente a partir da pesquisa realizada por Barroso et al. (2021),
foi possivel observar efeito anti-hipertensivo do carvacrol, por meio de tratamento oral de
50mg/dia de carvacrol em ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Costa et al. (2021),
avancaram e concluiram que 20mg/dia de carvacrol, por via oral, potencializava o efeito do
treinamento aerdbio sobre a reducdo da PA. O ponto incomum entre estas pesquisas, é que todas
investigaram a interagcdo do carvacrol com os mecanismos vasculares, sendo o bloqueio dos
canais de calcio o mecanismo mais estudado. Contudo, somente no inicio de 2022, atraves da
pesquisa realizada por nosso grupo de pesquisa, observou-se efeito anti-hipertensivo com
discretos indicios de que este fitoquimico poderia atuar modulando o SRA (Dias et al., 2022).

Diante desse contexto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do tratamento oral
com carvacrol sobre a modulacdo do sistema renina angiotensina em ratos espontaneamente

hipertensos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do carvacrol sobre atividade do sistema renina angiotensina em ratos

espontaneamente hipertensos (SHR).

2.2 Obijetivos Especificos

v

v
v
v
v

Estudar a evolugdo ponderal dos animais;

Monitoramento dos padrdes hemodinamicos e evolucao ponderal dos SHR;

Investigar o efeito do carvacrol sobre as analises bioquimicas séricas;

Investigar o efeito do carvacrol sobre a modulagéo do sistema renina angiotensina;
Analisar o efeito do carvacrol sobre a expressao génica de receptores cardiacos AT1 e
MAS.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Sistema Cardiovascular

O sistema cardiovascular € formado principalmente por vasos sanguineos e coracao, e
tem como principal fungdo garantir a demanda metabdlica tecidual, tanto em repouso quanto
em condicOes de estresse (De Oliveira Carniatto et al., 2019; Nicaretta et al., 2023). Para que
iSS0 ocorra, é necessario controlar a distribuicdo do débito cardiaco (DC), que acontece através
de adaptacGes agudas e cronicas de fatores intrinsecos vasculares, neurais e hormonais
(Silverthorn, 2010). Assim, o sistema cardiovascular é sensivel a alteracfes de pressdo
sanguinea, frequéncia cardiaca, resisténcia vascular periférica (RVP), debito cardiaco e a
hiperatividade do sistema nervoso simpatico (Fontes et al., 2020; Sa et al., 2013).

Os seres vivos possuem diversos sistemas bioldgicos com o objetivo de manutencgéo da
homeostase cardiovascular. Dentre eles temos: I. O fluxo de sangue para qualquer regido do
corpo depende da pressdo de perfusdo, que é essencialmente a PA e a resisténcia ao fluxo em
determinada regido; Il. A regulacdo da PA é uma das func@es fisioldgicas mais complexas e
depende de ag¢des integradas dos sistemas cardiovascular, renal, neural e enddcrino (Irigoyen et
al., 2005).

As constantes alteracdes na PA, podem ser consideradas normais, desde que as
mudangas abruptas, como ocorre no pico hipertensivo e na hipotensdo, sejam rapidamente
restabelecidas. Em caso de elevacdo persistente da PA, o sistema cardiovascular pode sofrer
graves prejuizos na homeostase (Williams et al., 2018). A hipertens&o arterial sistémica (HAS)
é caracterizada pela elevacgdo sustentada da PA, e € o principal fator de risco modificavel para
doengas cardiovasculares (DCV) e doenca renal cronica (DRC) (Barroso et al., 2021). Segundo
a Who (2021), ela é uma das principais causas de morte prematura no mundo. Também ¢é
considerada uma doenca cronico-degenerativa com origem multifatorial (Simonyte et al.,
2017).

Portanto, no decorrer deste capitulo sera discutido o conceito de HAS, levando em
consideragcdo as principais diretrizes mundiais, bem como a classificagdo, questdo
epidemioldgica e aumento do risco cardiovascular. Serd abordado também a fisiopatologia da

HAS e seu manejo frente a terapias ndo medicamentosas como o uso do carvacrol.

3.2 Classificagédo e Epidemiologia da Hipertensao Arterial Sistémica

A hipertensao arterial sistémica (HAS) € um problema de satde publica tanto no Brasil

como no mundo (Brasil, 2013; Meira et al., 2017). E considerada uma doenca cronica no
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transmissivel de carater multifatorial e poligénico, tendo como principais fatores de risco o
aumento da idade, sexo, hereditariedade, raca, tabagismo, etilismo, alimentacéo e sedentarismo
(Williams et al., 2018).

Segundo a Who (2021), a hipertensdo (ou pressdo alta) € um distarbio grave que
aumenta significativamente o risco de doencas cardiacas, encefalopatias, doengas renais e
outras doencas. Estudos mostram que os valores sustentadamente elevados de pressdo arterial
sistélica (PAS) e de pressdo arterial diastolica (PAD) estdo associados a sérios riscos de
morbimortalidade cardiovascular, tendo relacdo direta com a ocorréncia de insuficiéncia
cardiaca congestiva, infarto agudo do miocéardio, acidente vascular cerebral, insuficiéncia
arterial periférica, morte prematura e a doencas renais cronicas, danos a orgdos alvos e
disturbios metabolicos (Barroso et al., 2021; Da Silva et al., 2021; Malachias et al., 2016;
Santos, 2011).

Ainda sobre a HAS, esta caracteriza-se por elevacdo persistente da PA, com Pressdo
Arterial Sistolica (PAS) igual ou maior a 140 mmHg e/ou Pressdo Arterial Diastdlica (PAD)
igual ou maior a 90 mmHg, sendo classificada em 6tima; normal; pré-hipertenséo; hipertenséo
estagio 1; hipertensao estagio 2 e hipertensdo estagio 3, como apresentado na Tabela 1 abaixo,
que mostra a classificacdo de hipertensdo arterial (HA) de acordo com a V111 Diretriz brasileira
de hipertensdo (Barroso et al., 2021).

Tabela 1: Classificacdo da pressao arterial de acordo com a medi¢do no consultério a partir
de 18 anos de idade.

Classificacao PAS (mm Hg) PAD (mm Hg)
PA Gtima <120 e <80

PA normal <120 e/ou <80
Pré-hipertensao 121 -139 e/ou 81 -89
Hipertensdo estagio 1 140 - 159 elou 90-99
Hipertensdo estagio 2 160 - 169 e/ou 100 -109
Hipertenséo estagio 3 > 180 e/ou >110

PA: pressdo arterial; PAS: pressdo arterial sistolica; PAD: pressdo arterial diastdlica.
Fonte: Adaptado da VIl Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial (Barroso et al., 2021).

De acordo com a OMS, em 2019 a HAS atingiu cerca de 1,13 bilhdo de pessoas, ja em

2021, essa prevaléncia subiu para 1,28 bilhdo de adultos de 30 a 79 anos com hipertensdo no
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mundo, sendo diagnosticado e tratado menos da metade dos adultos (apenas 42%), onde apenas
um em cada cinco adultos hipertensos (21%) tem o problema sob controle (Who, 2021). No
Brasil, segundo a Pesquisa Nacional de Saude de 2013, 32,3% dos adultos brasileiros
autorrelataram HAS, em 2019, os dados da Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para
Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL) demonstraram que cerca de 24,5% da
populagéo se autodeclararam hipertensos (Brasil, 2020; Malta et al., 2018).

Apesar de haver uma reducdo da prevaléncia da HAS, para 2025, é estimado um
aumento de 15 a 20% no numero de pessoas acometidas por HAS, chegando a cerca de 1,5
bilhGes de pessoas diagnosticadas, isso devido ao envelhecimento populacional, aos péssimos
habitos alimentares e a inatividade fisica, assim € preciso trabalhar para que esses nimeros
diminuam, uma vez que a HAS € considerada a principal causa de morbimortalidade por
doencas cardiovasculares (DCVs) (Mills et al., 2016). Para tanto, uma das metas globais para
doencas ndo transmissiveis é reduzir a prevaléncia de hipertensdo em 25% até 2025, comparado
aos valores de referéncia de 2010 (Who, 2021).

3.3 Mecanismos de Regulaco da Pressdo Arterial: Enfase no Sistema Renina-
Angiotensina

A pressao arterial (PA) é definida como a forca exercida pelo sangue contra a parede
arterial nas fases de contracao e relaxamento cardiaco, sendo expressa como PA sistolica (PAS)
e PA diastdlica (PAD) com os valores expressos em milimetros de mercario (mmHQ)
(Chobanian et al., 2003; Penteado; Gomes, 2008). A regulacdo da PA é uma das funcbes
fisiologicas mais complexas, depende de agdes integradas dos sistemas cardiovascular, renal,
enddcrino e neural (sistema nervoso autdnomo - SNA), os quais estabelecem o débito cardiaco
(DC) e a resisténcia vascular periférica (RVP). Estes fatores determinam a PA mediante a
seguinte férmula: PA=DC x RVP (Consolim-Colombo; Fiorino, 2005; Irigoyen et al., 2005).

Dessa forma, o controle de PA envolve essencialmente dois mecanismos: regulacédo
neural, realizada primariamente pelo SNA associado aos barorreceptores e quimiorreceptores
(Irigoyen et al., 2005; Zago; Zanesco, 2006) e regulacdo humoral (Accorsi-Mendonga et al.,
2005; Zago; Zanesco, 2006) que é realizado por varias substancias liberadas por diferentes tipos
celulares, como células endoteliais e justaglomerulares (Dampney et al., 2002) e diferentes
alcas hormonais (Irigoyen et al., 2005; Martellia, 2010), estes, em curto e longo prazos,
modulam néo s0 a atividade do sistema nervoso autbnomo para o coragao e para 0s vasos, Como

também o volume sanguineo e a secrecdo de varios hormonios, como renina, vasopressina,
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peptideo natriurético atrial e etc. (Consolim-Colombo; Fiorino, 2005; Irigoyen et al., 2005;
Silverthorn, 2010). Assim, alteragdes em um ou ambos 0s mecanismos de controle da PA,
poderdo resultar em elevacdo dos niveis pressoricos, instalando-se assim um quadro de

hipertensao arterial (HA) (Zago; Zanesco, 2006).

3.3.1 Regulacéo neural da pressdo arterial

O sistema nervoso autdbnomo (SNA) € responsavel pelo monitoramento e ajustes
imediatos das oscilagfes hemodindmicas que ocorrem durante o ciclo cardiaco (Krieger et al.,
2013).

O SNA ¢é composto por projecOes neurais aferentes, eferentes e centro integrador. O
centro integrador fica localizado no bulbo e recebe informagdes dos mecanorreceptores
sensiveis ao estiramento ou deformac6es das paredes dos vasos onde estdo localizados, estes,
sdo conhecidos como barorreceptores e estdo localizados nas paredes das artérias carotidas e da
aorta. Assim, quando a PA se eleva, a membrana dos barorreceptores estira e a frequéncia de
disparos do receptor aumenta ativando o centro de controle cardiovascular bulbar, que em
resposta aumenta a atividade parassimpatica voltada para o coracéo, liberando acetilcolina que
ao interagirem com 0s receptores muscarinicos colinérgicos promoverao reducao do influxo de
Ca** e aumento do efluxo de ion K* levando a hiperpolarizacdo da membrana, que gera
aumento dos intervalos entre os potenciais de a¢do, diminuindo a frequéncia cardiaca e por
consequéncia leva a reducdo no débito cardiaco e da PA (Hall; Guyton, 2011; Kashihara, 2009;
Zago; Zanesco, 2006).

Entretanto, se a PA diminui, a frequéncia de disparos do receptor também reduz
aumentando a atividade simpatica levando a maior liberacdo de noradrenalina para o coracéo e
vasos sanguineos, causando aumento na frequéncia cardiaca, vasoconstric¢do e elevagédo da PA
(Kashihara, 2009; Zago; Zanesco, 2006).

Quando ocorre uma reducdo desse reflexo barorreceptor, ha hiperatividade simpética e
consequentemente aumento sustentado dos niveis pressoricos (Krieger et al., 2013). Esta
hiperatividade simpatica estimula a producdo de renina pelos rins, aumentando os niveis
plasmaticos de renina, o que vai ativar o sistema de angiotensina-aldosterona (Giestas; Palma;
Ramos, 2010; Martellia, 2010).
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3.3.2 Regulacdo humoral da pressao arterial: énfase no sistema renina angiotensina
aldosterona

A regulacdo humoral é feita por uma variedade de substancias liberadas por diferentes
tipos celulares, como as células endoteliais e as células justaglomerulares (Irigoyen et al., 2005;
Martellia, 2010).

As células endoteliais desempenham relevante papel no controle do ténus
cardiovascular, regulando a vasomotricidade, a permeabilidade vascular, o0 metabolismo de
substancias enddgenas e exdgenas e a atividade plaquetéria e leucocitaria (Murata et al., 2002;
Zanesco; Antunes, 2005). Estudos mostram que as células endoteliais sdo capazes de sintetizar
substancias vasoativas, classificadas em fatores relaxantes e fatores contrateis. Dentre os fatores
relaxantes temos: o0xido nitrico (NO), prostaciclina (PGI2) e fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (EDHF). J& os fatores contrateis sdo a endotelina e o tromboxano (Zago; Zanesco,
2006).

As células justaglomerulares presentes nos rins liberam a enzima renina em resposta ao
aumento da atividade do sistema nervoso simpatico (SNS), diminui¢do da pressdo de perfusédo
nas arteriolas aferentes renais, reducao do teor de cloreto de sddio e a¢bes locais de oxido nitrico
(Kurtz, 2011). A renina catalisa a conversdo do angiotensinogénio em angiotensina | (Ang 1),
gue subsequentemente € convertido em angiotensina Il (Ang Il) pela enzima conversora da
angiotensina | (ECA 1), presente no endotélio dos vasos pulmonares e simultaneamente,
degrada uma substancia natriurética e vasodilatadora, a bradicinina, aumentando a producéo de
Ang Il (Forrester et al., 2018; Guang et al., 2012; Pujiastuti et al., 2019).

Os efeitos da Ang 11 sdo mediados por seus dois receptores de membrana plasmatica
conhecidos, o receptor AT1 (AT1R) e receptor AT2 (AT2R) (Patel et al., 2017; Varagic et al.,
2014). A Ang Il é um potente vasoconstritor e sua ligagdo com AT1R presentes nas células
vasculares lisas, acoplados a proteina G, eleva a pressdo sanguinea por meio de Vvarios
mecanismos, incluindo vasoconstricdo, proliferacdo celular, liberacdo de aldosterona e
vasopressina, estresse oxidativo, inflamacéo, ativacdo imune, ativacdo simpética e barorreflexo
(Cogolludo; Pérez-Vizcaino; Tamargo, 2005; Lavoie; Sigmund, 2003; Téth et al., 2018).
Entretanto, a ligacdo da Ang Il a AT2R, presentes nas células endoteliais, tém efeitos opostos
a AT1R, onde sua ativagdo estimula a vasodilatagdo, efeitos antioxidantes e anti-inflamatoérios,
levando assim a remodelagéo vascular, prevencdo da aterosclerose e reducdo da PA (Faria-
Costa; Leite-Moreira; Henriques-Coelho, 2014; Miller; Arnold, 2019; Wang et al., 2017).
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A Ang Il age na pressdo arterial por duas maneiras, 1) realizando vasoconstri¢do das
arteriolas e veias, 2) estimulando a retengéo de liquido e sodio pelos rins. Sua atuacao sobre 0s
rins, para promover retencdo de sodio e agua, ocorre diretamente na constricdo das arteriolas
renais, o que leva a diminuicdo do fluxo sanguineo para os rins e consequentemente reduz a
pressdo nos capilares peritubulares, provocando a réapida reabsor¢éo de liquido pelos tabulos
renais (Hall; Guyton, 2011). A Ang Il também é um potente estimulante da liberacdo de
aldosterona pelas glandulas adrenais, promovendo absorcdo acentuada de agua e sodio pelos
tubulos renais, o que a longo prazo eleva a PA (Oparil et al., 2018; Zatz; Seguro; Malnic, 2011).

Até pouco tempo, o eixo principal do SRA era formado pela Ang Il e sua enzima
formadora ECA . No entanto, nos ultimos anos a descoberta de novos peptideos vasoativos e
enzimas vém ampliando a visdo de acdo e abrangéncia do SRA (Keidar; Kaplan; Gamliel-
Lazarovich, 2007). Estd agora bem estabelecido que o sistema renina-angiotensina (RAS)
compreende 2 eixos: (1) o eixo classico, ja mencionado anteriormente, compreendendo enzima
conversora de angiotensina | (ECAI)-angiotensina Il (Ang I1)-receptor de Ang Il tipo 1 (AT1R)
e (2) o eixo da ACE2-Ang-(1-7)-receptor MAS (MASR) (Touyz; Montezano, 2018). A Figura
1 abaixo, apresenta um resumo da acdo da ECAI/Ang Il e ECA2/Ang (1-7).

A angiotensina (1-7) (Ang (1-7)) é um heptapeptideo sintetizado pela ECA 2, com agdes
antagonicas a Ang Il. A ECA 2 é capaz de converter o peptideo vasoconstritor e promotor de
crescimento Ang Il em Ang (1-7), um peptideo com propriedades vasodilatadoras e
antiproliferativas. Além da degradacdo direta da Ang Il em Ang-(1-7), a ECA2 catalisa a
conversdo de Ang | em Ang-(1-9), para posterior formacdo de Ang-(1-7) via ECA | (Tallant;
Ferrario; Gallagher, 2006; Varagic et al., 2008). A Ang (1-7) atua no receptor MAS, exercendo
funcéo vasoprotetora, cardioprotetora e anti-inflamatoria, podendo diminuir a PA e 0s riscos
para doencas cardiovasculares (TOUYZ; MONTEZANO, 2018).

A hiperatividade do SRAA compde uma das vias da fisiopatologia da hipertensao
arterial sisttmica e de outros fatores de risco cardiovascular, como aterosclerose, disfuncéo
endotelial, hipertrofia ventricular, podendo culminar em insuficiéncia cardiaca. Os mecanismos
contrarreguladores desse sistema, parecem estar ligados a interagédo Ang (1-7) - MASR, bem
como a mecanismos inibitorios da ECA | e AT1R (Giestas; Palma; Ramos, 2010; Oparil et al.,
2018; Oudit et al., 2003).
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Figura 1: Representacdo da acéo de angiotensina Il e angiotensina (1-7).
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Fonte: Adaptado de Touz & Monteiro (2018); ECA, enzima conversora de angiotensina I; Ang |1, angiotensina
II; Ang (1-7), Angiotensina (1-7); AT1R, receptor tipo 1 de angiotensina Il; AT2R, receptor tipo 2 de
angiotensina Il; Mas, receptor de angiotensina (1-7); Ang (1-9), Angiotensina (1-9).

3.4 Modelo de hipertensdo em experimentos com animais: foco no modelo de

hipertensdo espontanea (SHR)

A busca por um modelo de hipertensédo em animais que melhor mimetize a hipertensao
essencial no ser humano, é um passo importante para a melhor compreenséo da fisiopatologia,
assim como o desenvolvimento de terapias para o controle nos niveis elevados de pressao
arterial.

Assim, a fim de entender melhor os mecanismos fisiopatologicos da HAS, desenvolveu-
se diversos modelos animais de hipertensdo, dentre estes, 0 modelo de hipertensdo genética em
ratos desenvolvido por Okamoto e Aoki em 1963, modelo de hipertensdo espontanea (SHR), é

reconhecido como excelente modelo de hipertensdo experimental por ter sido desenvolvido por



24

reproducdo genética meticulosa sem nenhum recurso fisiologico, farmacolégico ou cirdrgico, e
que resultou em animais naturalmente portadores de doenca hipertensiva em 100% dos
descendentes (Okamoto et al., 1966).

O rato espontaneamente hipertenso (SHR) € o modelo experimental de hipertensao
arterial que mais se assemelha ao desenvolvimento da hipertensdo humana, uma vez que é
observado nele alteragdes no sistema nervoso autbnomo, como hiperatividade simpética, o
aumento da pressdo arterial se da de forma progressiva e se associa a outros fatores de risco,
como a hipertrofia ventricular esquerda, resisténcia a insulina, hipertrigliceridemia, intolerancia
a glicose (Gouveia; Kettelhut; Foss, 2000; Pravenec et al., 2004), hiperatividade do SRAA,
predisposicdo genética para hipertensdo sem etiologia especifica, e aumento da resisténcia
periférica total sem expansdo do volume, da mesma forma que se apresenta em humanos, bem
como desbalanco de fatores natriuréticos, gerando lesdo em 6rgdos alvos e disfuncéo vascular
(Fazan et al., 2006; Thomas et al., 1997).

Os animais SHR comegam a desenvolver hipertensao a partir da quinta semana de vida,
apresentando valores pressoricos que caracterizam a hipertensao entre a 72 e 15 semanas, com
niveis pressoricos altos estabilizados entre a 202 e 282 semanas de idade, com média da pressdo
arterial sistolica para SRH de aproximadamente 190-200 mmHg, comparada com 115-130
mmHg para os animais wistar (Yamori, 1984; Zicha; Kunes, 1999).

O modelo de hipertensdo espontanea possibilita estudar diversas terapias com alvo tanto
na regularizacdo dos mecanismos de controle da PA, quanto nos 6rgdos alvos afetados nesse
modelo (Thomas et al., 1997). Assim, tornando-o reconhecido como um excelente modelo de
hipertensdo experimental e servindo como modelo de estudo clinico da hipertensdo essencial

humana (Fazan Jr; Silva; Salgado, 2001).

3.5 Carvacrol

O carvacrol € um monoterpeno presente nos 6leos essenciais, oriundo do orégano
(Origanum vulgares, O. dictamnus e O. majorana) e tomilho (Thymus vulgaris, T. capitatus e
T. serpyllum) (Can Baser, 2008; Santos et al., 2011; Suntres; Coccimiglio; Alipour, 2015).

O carvacrol ou 5-isopropil-2-metil-fenol, tem férmula molecular C10H140, com massa
molecular de 150 g/mol, sendo um liquido amarelo em temperatura ambiente (Llana-Ruiz-
Cabello et al., 2014).

A literatura tem mostrado diversas agdes bioldgicas do carvacrol, destacam-se as

propriedades antimicrobiana, antifingica (Gonelimali et al., 2018; Liu et al., 2017), anti-
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inflamatoria (LIU et al., 2018), anticanceriginas (Arunasree, 2010; Baranauskaite et al., 2017),
antioxidantes ~ (BELLES et al., 2019) e até as agbes sobre o sistema cardiovascular,
promovendo relaxamento vascular, cardioprotecéo e reducdo da presséo arterial (AYDIN et al.,
2007; EARLEY et al., 2010; DANTAS et al., 2015; CHEN et al., 2017), sendo reconhecido
como uma substancia segura pela Food and Drug Administration (FDA) (VERA; CHANE-
MING, 1999; THOMPSON et al., 2003; SANTOS et al., 2011).

3.5.1 Efeitos hemodindmicos do carvacrol

O primeiro trabalho a demonstrar um efeito do carvacrol sobre a pressao arterial, foi um
estudo conduzido por Aydin et al. (2007), no qual eles se utilizaram de ratos normotensos
(Wistar), dividindo-os em cinco grupos, a saber: grupo 1, sham, grupo 2, controle (tratado com
DMSO), grupo 3, tratado com 10 mg/kg de L-NAME (inibidor da sintese de oxido nitrico),
grupo 4, tratado com carvacrol e grupo 5, tratado com L-NAME e carvacrol. Neste estudo, foi
verificado de maneira aguda que a aplicacdo de carvacrol, via intraperitoneal em animais
normotensos, promove uma reducdo imediata da pressdo arterial média (PAM) e pressdo
arterial sistélica (PAS) tanto no grupo controle (reducéo abaixo dos valores normais), quanto
no grupo que teve hipertensdo induzida por L-NAME (retorno aos valores basais da PAS ap0s
cinco minutos da administracdo de carvacrol), caracterizando assim, os efeitos hipotensor e
anti-hipertensivo do carvacrol.

Na pesquisa realizada por Dantas et al. (2015), foi observada uma bradicardia e reducéo
dose-dependente da pressao arterial (PA), apds serem administradas na veia as doses de 1, 5,
10 e 20 mg/kg de carvacrol. Este trabalho apontou apenas efeito hipotensor do carvacrol, sendo
essa resposta atribuida principalmente ao relaxamento dos vasos sanguineos através do
bloqueio dos canais de calcio dependente de voltagem, ndo explicando como o carvacrol
promoveu bradicardia.

A maioria desses estudos que se propuseram a investigar os efeitos do carvacrol sobre
0 comportamento da pressdo arterial, utilizaram-se de delineamentos envolvendo animais
normotensos e, em alguns casos, induzindo hipertensdo por meio de LNAME e angiotensina I,
observando tanto efeito hipotensor quanto anti-hipertensivo (AYDIN et al., 2007; DANTAS et
al., 2015). Porém, estes modelos ndo conseguem mimetizar fielmente os aspectos fisiol6gicos
da hipertenséo arterial sisttmica observada em humanos.

O estudo de Barreto Da Silva et al. (2020), foi o primeiro a propor um delineamento

utilizando um modelo com ratos espontaneamente hipertensos (SHR), visando avaliar os efeitos
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de 21 dias de tratamento com carvacrol (via oral) sobre a pressao arterial. Estes autores notaram
reducOes importantes na pressdo arterial apos 15 dias de tratamento por via oral, embora ndo

tenham conseguido proporcionar uma regularizacdo dos parametros pressoricos.

3.5.2 Efeito vasorrelaxante do carvacrol

Alguns trabalhos atribuiram o vasorrelaxamento, como o principal mecanismo que
justifica o efeito hipotensor e anti-hipertensivo do carvacrol. Entretanto, ja sdo conhecidos
outros mecanismos a nivel vascular atribuidos ao carvacrol.

A fisiopatologia da hipertensdo e complicacdes cardiovasculares tem envolvimento de
alteracbes no sistema nervoso autonémico simpatico e aumento da resisténcia vascular
periférica (RVP) (Pérez-Vizcaino et al., 1998). A norepinefrina exerce a¢do vasoconstrictora
mediante regulacdo das concentracdes intracelulares de célcio, e medeia essa resposta contratil
na musculatura lisa vascular (MLV), via ativacdo de receptores al-adrenérgicos acoplados a
proteinas G, o que induz a formagédo de segundos mensageiros como o inositol trifosfato (IP3),
que corrobora para o aumento das concentragcdes de célcio intracelular na MLV (Docherty,
2010; Marin et al., 1998). A manutencdo da vasoconstriccdo depende do influxo de calcio do
espaco extracelular por canais de célcio dependente de voltagem (CAVS) ou operados por
receptores ROCCS. Contudo, agentes contrateis como o cloreto de potéssio (KCI), produzem
aumento significante do calcio intracelular por ativacdo de CAVs (Gurney, 1994). Assim,
pesquisas vém sendo realizadas para estudar as propriedades do carvacrol sobre a modulacéo
da resposta contratil na MLV, bem como nas disfungdes endoteliais vasculares.

Dentro os estudo que se propuseram a estudar alguns desses mecanismos, temos o de
Aydin et al. (2007). Estes autores verificaram o efeito do carvacrol (10*M) em anéis de aorta
isolada de ratos Sprague-Dawley, adultos, frente a diferentes ferramentas farmacoldgicas
contréteis, a saber o KCl, fenilefrina (Phe), um agonista al-adrenérgico e cloreto de célcio
(CaCly. Os resultados encontrados descartam o envolvimento do carvacrol na modulagéo
vascular por bloqueio de receptores adrenérgicos ou envolvimento de CAVs.

Por outro lado, Peixoto-Neves et al. (2010), avaliaram os efeitos do carvacrol (10-3M)
em anéis de aorta isolada de ratos Wistar. Os autores mostraram que a pré-exposic¢ao dos anéis
de aorta, com endotélio intacto ao carvacrol (10-3M) durante cinco minutos, promove inibigdo
da contracéo induzida por KCI (60mM) de maneira dependente de concentracdo. Essa resposta
vasorrelaxante também foi verificada na contracdo induzida por Phe, em condicdes sem célcio

com endotélio intacto. Nas curvas de concentragdo-resposta para calcio na artéria aorta
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despolarizada por KCI, demonstraram que o carvacrol também reduziu a magnitude da
contragdo em 68%. Corroborando com estes resultados, a pesquisa realizada por Costa et al.
(2021) e Dias et al. (2022), mostraram reducdes significativas na tensdo vascular de ratos
espontaneamente hipertensos tratados (via oral) previamente por quatro semanas com carvacrol
(20 mg/kg). Nessa oportunidade, os autores expuseram anéis de artéria mesentérica a curvas
concentragdo-resposta para o célcio e para noradrenalina, sugerindo efeito inibitério dos canais
de calcio e receptores B-adrenérgicos.

O carvacrol também foi avaliado na modulacdo da vasoconstriccdo induzida por
chumbo (Pbll) em artéria aorta de ratos (Shabir et al., 2014). Neste estudo, os autores
mostraram que o carvacrol (100 pmol/L) promove reducdo em 50% e 42% da contracdo
isometrica Phe-induzida na auséncia ou presenca de Pbll 1 umol, respectivamente. Os autores
sugerem o efeito do carvacrol sobre a hipercontracdo chumbo-induzida em aorta de ratos
envolve a sintese de NO e inibicdo das espécies reativas de oxigénio, devido o chumbo
promover ativacao das espécies reativas de oxigénio e inibicdo da sintese de NO.

Dantas et al. (2015), avaliaram o carvacrol em artéria mesentérica de ratos pré -
contraidas com Phe (10 pM). E obtiveram que o carvacrol (10 e 3x10*M) induziu
vasorrelaxamento em anéis de artéria mesentérica com e sem endotélio funcional. Na presenca
de U46619 (10 uM) ou na presenga de KCI (80 mM), o carvacrol ndo modificou o padrao
vasorrelaxante. Neste mesmo estudo, 0s autores investigaram se 0 mecanismo vasorrelaxante
do carvacrol envolvia a participacdo de canais de potassio. Para essa investigacao, eles
utilizaram preparacdes de artéria mesentérica pré-contraidas com KCI (20 mM) ou TEA (1
mM), cujo resultados mostram que a inibicdo de canais de potassio nao interfere no
vasorrelaxamento induzido pelo carvacrol. E, para descartar a participagdo dos canais de
potassio ativados por célcio de alta condutancia (BKCa), verificaram o efeito relaxante do
carvacrol na presenca de iberiotoxina, cujo resultados excluem a participacdo desses canais.

Outros mecanismos relacionados a contracdo da MLV, foram investigados por esses
pesquisadores (Dantas et al., 2015) e como resultado, o carvacrol reduziu de maneira
concentracdo - dependente as contragdes induzidas por Bay K 8644 (200 nM), sugerindo
envolvimento de CAVs. Neste mesmo estudo ainda foi possivel observar uma resposta do
carvacrol relacionada ao influxo de célcio por inibicdo de SOCs (canais de calcio operados por
estoque) e envolvimento do TRPM7 (Receptor de potencial transitorio, subfamilia M, membro
7), um componente funcional dos SOCs.

Outro estudo verificou a capacidade do carvacrol em afetar a migracédo e proliferacao
de celulas da MLV de aorta de ratos (Lee et al., 2015). Nesse mesmo estudo, foi avaliado o
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efeito do carvacrol (0,03 — 3uM) na neoformacdo da camada intima de carétida de ratos apds
lesdo induzida. E, os resultados sugerem um potencial efeito inibidor na migracéo e proliferacéo
de células da MLV, provavelmente por regulagdo da via MAPK.

Também esta sendo atribuido ao carvacrol um potencial angiogénico (Matluobi et al.,
2018), contudo, essa resposta vem sendo verificada em células-tronco mesenquimais humanas
através de estudos In Vitro. Esses autores revelaram que o carvacrol induziu neovascularizagéo,
pela deteccdo da expressdo aumentada do fator de transcricdo endotelial vascular (VEGF) e do
fator de Von Willebrand (FVW), glicoproteina importante na regulacdo da homeostase vascular,

estando envolvida em vias de inflamacéo.

3.5.3 Efeito cardioprotetor do carvacrol

O carvacrol também apresenta propriedades cardioprotetoras. O infarto agudo do
miocardio leva a consequéncias drasticas no funcionamento do coracdo, como o0
remodelamento cardiaco, provocado pelo aumento da rigidez da matriz extracelular (MEC),
decorrente do aumento da diferenciagéo de celular dos fibroblastos (Allawadhi et al., 2018). O
estudo de Adapala et al. (2013), foi o primeiro a mostrar, In Vitro, que 0S mecanismos
moleculares que levavam ao aumento da diferenciacdo celular dos fibroblastos tinham como
ponto chave a expressao dos canais potenciais do receptor transiente dependente de voltagem
(TRPV4), canais sensiveis ao influxo de calcio. Essa proteina é responsavel por estimular o
aumento da proliferacdo celular de fibroblastos, levando ao aumento da deposi¢éo de colageno
e fibrose cardiaca tanto em alterages fisiologicas quanto patoldgicas, como o infarto agudo do
miocardio (Allawadhi et al., 2018). Estes pesquisadores ao inibirem o0s canais TRPV4,
utilizando carvacrol, verificaram que a diferenciagdo fibroblastica induzida por TGF-B1 néo foi
inibida, porém, a reducdo da rigidez da MEC esteve correlacionada com uma menor
diferenciacdo dessas células, concluindo que os canais TRPV4 participam do processo de
remodelamento cardiaco, tanto por mecanismos mecanicos, interferindo na rigidez da MEC,
quanto por mecanismos solaveis (interferindo na liberacéo de TGF-p1).

No trabalho conduzido por Yu; Liu e Zhu (2013), o objetivo foi mostrar a propriedade
cardioprotetora do carvacrol a um evento de infarto do miocardio. Para isso, os autores
conduziram os experimentos com ratos adultos Wistar, induzindo infarto via ligadura da artéria
coronariana descendente anterior esquerda e os tratando com 25, 50 e 100 mg/kg de carvacrol
por sete dias consecutivos. Os primeiros resultados demonstrados nesse estudo, apontaram uma

reducdo da area de infarto nos animais tratados com 25, 50 e 100 mg/kg de carvacrol. O
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tratamento com carvacrol também foi eficiente para diminuir, drasticamente, as concentraces
séricas de creatina quinase (CK), creatina quinase — isoforma cardiaca (CK-MB), troponina
cardiaca (cTnT) e da enzima lacto desidrogenase (LDH), quando comparado ao grupo controle.
Eles também observaram efeitos antioxidante e antiapoptético do carvacrol, sendo o primeiro
demonstrado pela reducdo, nos grupos tratados, da atividade das enzimas malondialdeido
(MDA), superoxido dismutase (SOD), glutationa ndo exsudativa enzimética (GSH), bem como
da glutationa peroxidase (GSH-PX) e o efeito antiapoptotico foi evidenciado pela reducédo da
expressao das proteinas caspases-3 e Bax, bem como pelo aumento dos niveis da proteina Bcl-
2, marcadores de apoptose celular. Assim, estes resultados mostram que o carvacrol foi eficiente
para atenuar os prejuizos causados pelo infarto agudo do miocardio.

Em outro estudo realizado por Chen et al. (2017), utilizando o0 mesmo protocolo de Yu;
Liu e Zhu (2013) para inducdo de infarto, os autores observaram resultados semelhantes aos da
pesquisa citada anteriormente. Contudo, so foi conferido cardioprotecéo, no que diz respeito a
diminuicdo da area de infarto, aos animais tratados com as doses de 50 e 100 mg/kg de massa
corporal. Estes autores, ainda demonstraram efeito antioxidante, com aumento da atividade das
enzimas SOD e catalase (CAT), e reducdo dos niveis de MDA. A eficiéncia cardioprotetora do
carvacrol também foi analisada In Vitro, apontando melhor viabilidade dos cardiomiécitos dos
animais infartados que foram tratados com carvacrol (Chen et al., 2017). Neste mesmo estudo,
também foi investigada a via de apoptose celular MAPK/ERK, demonstroando que nos animais
tratados com carvacrol aumentava a fosforilacdo da ERK (p-ERK), desativando assim a via de
apoptose celular, enquanto ao inibir a ERK com PD-98059, a propriedade cardioprotetora do
carvacrol foi inibida. Assim, Chen et al. (2017), demostram o envolvimento da via MAPK-
ERK nos mecanismos anti-apoptéticos do carvacrol.

Através de ensaios in vivo e in vitro, Jamhiri et al. (2019), observaram reducgdes na
fibrose cardiaca e na expressao génica do peptideo natriurético atrial, fator chave para a via de
remodelamento cardiaco. E Costa et al. (2021), apresentaram resultados qualitativos que
evidenciam um papel cardioprotetor do carvacrol sobre o remodelamento cardiaco imposto pela
hipertenséo arterial. Neste estudo, os ratos (SHR) foram tratados (via oral) com 20 mg/kg de
carvacrol por quatro semanas. Ja trabalho realizado por Almanaityté; Jurevi¢ius e Mac¢ianskiené
(2020), demonstrou atividade antiarritmica do carvacrol, ao verificar que o carvacrol aumentou
o intervalo QRS e promoveu bloqueio atrioventricular, em coracdes explantados de coelhos e
humanos por meio de um sistema de perfuséo de Langerdorff.

Assim, ainda sdo necessarios estudos que se proponham a estudar as propriedades

cardiovasculares atribuidas ao carvacrol, principalmente utilizando modelos de hipertenséo que
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melhor mimetize a hipertensdo humana, visto que ainda é desconhecido se carvacrol pode
diminuir a atividade de enzimas chaves do sistema renina angiotensina, regularizando a PA e

reduzindo os riscos ao sistema cardiovascular.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostra

Para realizacdo deste estudo foram utilizados ratos da espécie Rattus norvegicus,
normotensos (Wistar) e ratos espontaneamente hipertensos (SHR), machos, adultos, com peso
de 200 a 250 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Maranhdo -
UFMA. O tamanho amostral foi estimado a partir de célculos estatistico pelo método power
analysis pelo software G*power, levando em consideragdo os testes da familia f,
especificamente o effect size (f2) de valor 0,18; intervalo de confianca de 0,95 e erro
probabilistico de 0,05.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as Diretrizes para 0 Cuidado
e Uso de Animais de Laboratorio, publicado pelo National Institutes of Health (NIH Publication
No. 85-23, revisto 1996). Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal do Maranhéo, de acordo com as Diretrizes para Cuidado e Uso de
Animais de Laboratério, sobe o protocolo de n® 23115.004102/2019-21.

4.2 Etapas da pesquisa

A amostra foi composta por vinte e cinco animais, sendo 5 animais wistar e 20 animais
SHR, machos, com 90 dias de idade e foram fornecidos pela Universidade Federal do
Maranhdo. Os animais foram mantidos em condi¢fes normais de microclima, com ciclo claro-
escuro (12h:12h), agua e dieta padrdo ad libitum. Os animais wistar compuseram 0 grupo
controle normotenso, enquanto os SHR foram randomizados em quatro grupos, sendo: SHR-
Sorbitol, composto por 4 animais; SHR-Los-50mg, composto por 5 animais; SHR-Carv-20mg,
composto por 6 animais; SHR-Carv-40mg, composto por 5 animais (Figura 2).

O carvacrol (C 10 H 140) com sua estrutura bioquimica (5-1sopropil-2-metilfenol), foi
obtido da Sigma, com massa molecular de 150,217 g/mol e densidade de 0,98 (Dantas et al.,
2015). Este foi administrado nas doses de 20 mg/kg/dia e 40 mg/kg/dia, suspenso em solucéo
de sorbitol, e administrado por gavagem uma vez por dia, por 30 dias consecutivos. O sorbitol
também foi administrado por gavagem por igual periodo, nas doses de 0,1 mL/100 g nos grupos
controle (Wistar e SHR-Sorbitol). Além disso, a dose foi ajustada de acordo com 0 peso

corporal dos animais.
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Figura 2: Grupos experimentais.

SHR-Sorbitol Gru_po controle Tratad9 com
hipertenso sorbitol

Tratado com

SRH-Los-50mg Grupo hipertenso 50mg de
losartana
20 SHR
Tratado com
SHR-Carv-20mg Grupo hipertenso 20mg/Kg/dia de
carvacrol
25 animais Tratado com
SHR-Carv-40mg Grupo hipertenso 40mg/Kg/dia de
carvacrol
5 WISTAR Wistar Grupo controle Tratad(? com
normotenso sorbitol

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para eutanasia, os animais foram anestesiados por administracdo intraperitoneal (ip) de
cetamina (50 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg). As carcagas foram acondicionadas em freezer
devidamente identificadas e encaminhada ao Biotétrio Central da UFMA, de acordo com
normas estabelecidas. Para a gavagem usamos a agulha de gavagem metalica (Agulha de ago
inox, curva 18GA, canula didametro 1,2mm, esfera de 2,25mm (distal), comprimento da canula

de 39mm, angulo da agulha 9 graus).

Figura 3: Protocolo experimental.

G1- Wist G2- SHR G3-SHR G4- SHR G5- SHR
& S i (0,1ml/50mg) || 20mgikg || 40mgikg
g
o
g
8
£ —I_p Sorbitol Sorbitol Losartana Carvacrol Carvacrol

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3 Avaliacdo da pressdo arterial e frequéncia cardiaca

A PAM (pressdo arterial média), PAS (presséo arterial sistdlica), PAD (presséo arterial
diastdlica) e frequéncia cardiaca (FC) foram registradas pelo método indireto de pletismografia
de pulso de cauda semanalmente por quatro semanas. De acordo com este protocolo, um
manguito de oclusdo de tamanho apropriado foi colocado ao redor da cauda dos animais e
conectado a um pletismografo (LE 5001 Pressure Meter, Panlab, Cornella, Spain). Uma média
de trés medidas foi obtida para cada animal. Para a medicdo da presséo arterial, 0s animais
foram aquecidos a 42 ° C por 3 min em uma gaiola de confinamento. Os animais foram
submetidos a um periodo de adaptacéo por 15 dias antes dos experimentos e apenas SHR com

PAS > 170mmHg foram selecionados para este estudo.

4.4 Acdo do carvacrol sobre a evolugao ponderal e consumo de racgéo

Os animais foram pesados a cada dois dias ao longo de quatro semanas, utilizando uma
balanca digital. O consumo de racéo foi estimado ao se pesar o saldo de racdo permanecente na
gaiola e subtrair o valor encontrado da quantidade de racdo que foi colocada para consumo dos
animais. O valor encontrado ap6s a subtracdo foi divido pela quantidade de animais (4 por
gaiola) para se chegar ao consumo estimado de racdo dos animais.

( Racdo para consumo(g) — Ragdo permanecente(g) = Racdo consumida por gaiola (g) ’

Ragao consumida por gaiola (g) J

Consumo estimado de ragio por animal = = — -
N° de animais por gaiola

4.5 Determinacdo de parametros bioquimicos séricos

Ap0s o periodo de jejum de 12 h, procedeu-se a eutanasia dos animais, foi coletado
sangue da artéria abdominal em tubos sem anticoagulante e centrifugado a 3.500 rpm por 10
min. O soro foi separado para dosagem de alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), creatinina, colesterol total e lipoproteinas de alta (HDL) e baixa
densidade (LDL) por meio de kits Labtest® (Labtest Diagndstica S.A., Brasil). As anélises
foram realizadas em duplicata a 37 °C usando um espectrofotdmetro semiautomatico (BIO,
2000; BioPlus, Séo Paulo, Brasil).
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4.5.1 Concentracdes séricas de ANG (1-7) e ECA |

A determinacdo da Ang 1-7 e ECA | foram medidas com os kits de ensaio de
imunoabsorcdo enzimatica (ELISA - ELx800, BIO TEK®) para ratos (Nanjing Jiancheng

Bioengineering Institute) de acordo com as instrugdes do fabricante.

4.6 Andlise RT-PCR em tempo real de mMRNA MAS e AT1

As amostras de tecido cardiaco foram depositadas em tubos de 2,0 ml contendo RNA
later (invitrogen). O material coletado foi armazenado em freezer -20° durante 24 horas e ap6s
24 horas em freezer a -80°C até o uso.

O RNA foi extraido das amostras como descrito pelo manual de uso da ReliaPrep™
RNA Tissue Miniprep System (Promega). O RNA extraido foi transformado em cDNA
seguindo as recomendacgdes do manual de uso GoTag® 2-Step RT-gPCR System (promega). O
RNA e cDNA foram quantificados e sua pureza verificada através do espectrofotdmetro
NanoDrop-One (Thermofisher, USA).

Os RT-qPCRs foram realizados usando o master mix Power UPTM SYBR Green para
trés sequéncias-alvo: o gene GAPDH, como um controle enddgeno para normalizacdo, e as
sequéncias de regibes ndo homdlogas dos receptores MAS e AT1, conforme protocolo usado
no estudo de Dias et al. (2022). Todos os primers utilizados neste estudo estdo listados na tabela
2.

Tabela 2- Iniciadores de sequéncia de nucleotideos utilizados na reacédo de PCR-tempo real.

Primes Sequéncia (5’ -3°)

MAS F CTGGTCAACCTTTGGGAACCT
MAS R AAAGGGTTGGCGCTGCTA
AT1F TTCGTGGCTTGAGTCCTGTT
AT1R GGTGATCACTTTCTGGGAGGG
GAPDH F TCCCTGAGCTGAACGGGAAG
GAPDHR GGAGGAGTGGGTGTCGCTGT

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.7 Anélise estatistica

Os dados foram analisados por meio do software estatistico GraphPad Prism 8.4.2
(GraphPad, San Diego, Califérnia, EUA). Os resultados sdo apresentados de acordo com a
estatistica descritiva (média e desvio padréo). A normalidade dos dados foi verificada por meio
do teste de Shapiro-Wilk. Para analise do efeito do tratamento ao longo do tempo sobre a
pressdo arterial, foi utilizado uma ANOVA de dois fatores com medidas repetidas. Em adicdo,
a fim de comparar o efeito dos tratamentos nas varidveis bioquimicas, expressao génica e niveis
séricos de ECA e Ang 1-7, foi realizado ANOVA de um fator. O Post Hoc de Tukey foi aplicado

em todas as analises de variancia, assumindo-se como significativo o valor de p < 0,05.



5 RESULTADOS

5.1 Efeito do tratamento oral do carvacrol sobre consumo de ragéo e evolugao

ponderal dos animais

A Figura 4 apresentada abaixo, demonstra a evolucdo da massa corporal (controle
ponderal) dos animais ao longo das quatro semanas de tratamento. A partir da analise desta
Figura, é possivel observar que o controle normotenso (Wistar) apresenta maior massa corporal

no momento basal e ao longo das quatro semanas de tratamento quando comparados aos

animais SHR dos demais grupos.

Figura 4. Evolucdo da massa corporal dos animais tratados ao logo de quatro semanas de

36

tratamento.
400 . . '

_ . I § & L) - Wistar
o | @ - _ i
: 300_ %!u””h“;iﬁ ___________ ;=x=:====;iii;;:==== """" i SHR Sorb
g - SHR-Los-50mg
% 200 - SHR-Carv-20mg
§ - SHR-Carv-40mg
& 100
=

0 T T T T T

Basal 1 2 3 4
Semanas de tratamento

Wistar, grupo controle normotenso; SHR, grupo controle hipertenso; Los-50mg, grupo controle positivo tratado
com 50mg de losartana; Carv-20mg., grupo tratado com 20mg de carvacrol; Carv-40mg., grupo tratado com
40mg de carvacrol; *, comparado aos demais grupos; ANOVA de dois fatores, p < 0.05.

Na Figura 5 apresentada abaixo, temos 0 consumo de racdo dos animais ao longo das

quatro semanas de tratamento. Analisando a Figura, pode-se observar que o consumo de ragdo

relativo foi semelhante entre todos os grupos da pesquisa.
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Figura 5. Consumo de racéo dos animais tratados ao logo de quatro semanas de tratamento.

E 100
©
@ 80 -o- Wistar
.8 ----------------------------- -@- SHR-Sorb
g 60— E:fffffffff::: ---------- SHR-Los-50mg
° i -o- SHR-Carv-20mg
g -o- SHR-Carv-40mg
2 20
o
[¢)
© o T T T T

1 2 3 4

Semanas de tratamento

Wistar, grupo controle normotenso; SHR, grupo controle hipertenso; Los-50mg, grupo controle positivo tratado
com 50mg de losartana; Carv-20mg., grupo tratado com 20mg de carvacrol; Carv-40mg., grupo tratado com
40mg de carvacrol; ANOVA de dois fatores, p < 0.05.

5.2 Efeito do carvacrol sobre niveis séricos de parametros bioquimicos renais e

hepaticos

Em continuidade, os resultados descritos na tabela 3 apresentam os niveis séricos de
parametros bioquimicos de todos os animais ao longo de quatro semanas de tratamento oral
com carvacrol (Carv-20mg e Carv-40mg).

Os dados sugerem que os animais tratados com Carvacrol 40 mg/Kg, apresentaram
melhor niveis lipidicos, quando comparados aos demais. Em paralelo, ndo houve diferenca

significativa entre 0s grupos quanto aos niveis séricos de ALT e CT.
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Tabela 3. Efeito do tratamento oral com carvacrol sobre os pardmetros bioquimicos séricos dos

animais tratados.

Parametros Wistar SHR-sorb SHR-Lo0s-50mg SHR-Carv-20mg  SHR-Carv-40mg
ALT (UL/T) 61,00 = 6,06 68,03 + 7,87 75,03 £ 19,42 62,13 + 6,51 77,50 + 42,31
AST (UL/1) 126,50 +5,92 174,78 £4,36* 162,75+ 3,772 163,53 + 2,722 118,75 + 32,54 bed
Creat (mg/ml) 0,80 £ 0,08 0,50 + 0,082 0,50 + 0,082 0,55 + 0,062 0,63 + 0,052
CT (mg/dl) 63,50 17,99 54,00 + 4,24 54,25 + 3,40 53,25+ 2,75 54,75 + 2,22
HDL (mg/dl) 25,28 + 5,28 21,00+ 2,16 21,25 +6,24 23,00 + 5,35 31,00 +5,23°
LDL (mg/dl) 38,53+13,32 29,48 £9,76 30,40 £ 5,43 21,95 + 3,84 19,45 +4,97¢

Média + desvio padréo; ALT, alanina aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase; Creat, creatinina; CT, colesterol

total; HDL, lipoproteina de alta densidade; LDL, lipoproteina de baixa densidade; Wistar, grupo controle normotenso; SHR-

sorb, grupo controle hipertenso; SHR-Los-50mg, grupo controle positivo tratado com 50mg de losartana; SHR-Carv-20mg.,
grupo tratado com 20mg de carvacrol; SHR-Carv-40mg., grupo tratado com 40mg de carvacrol; a, comparado ao grupo wistar;

b, comparado ao grupo SHR-Sorb; ¢, comprado ao grupo SHR-L0s-50g; d, comparado ao grupo SHR-Carv-20mg; ANOVA

de um fator, p < 0.05.

5.3 Efeito do carvacrol sobre parametros hemodinamicos

A Figura 6 a seguir, apresenta o comportamento da frequéncia cardiaca dos animais ao

longo de quatro semanas de tratamento oral com o carvacrol nas doses de 20 mg/Kg e 40

mg/Kg. Aqui, é possivel observar que o comportamento da frequéncia cardiaca é semelhante

entre os grupos em todas as semanas de tratamento, ndo sendo identificado efeito de tempo e

tipo de tratamento para o carvacrol, em ambas as doses avaliadas.
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Figura 6. Comportamento da frequéncia cardiaca dos animais ao longo de quatro semanas de
tratamento.
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400 =

350 1 1 1 1 1

Basal 1 2 3 4
Semanas de tratamento

Wistar, grupo controle normotenso; SHR-Sorb, grupo controle hipertenso; SHR-Lo0s-50mg, grupo controle
padrdo tratado com 50mg de losartana; SHR-Carv-20mg., grupo tratado com 20mg de carvacrol, SHR-Carv-
40mg, grupo tratado com 40mg de carvacrol; FC, frequéncia cardiaca; bpm, batimentos por minuto; ANOVA de
dois fatores, p < 0.05.

Em continuidade, a Figura 7 permite observar a resposta da PAS, frente ao tratamento
oral com o Carvacrol 20 mg/Kg e 40 mg/Kg, durante quatro semanas. Os resultados
demonstram que no momento basal (pré-tratamento), os grupos de animais SHR-Sorb (204,60
+ 11,74 mmHg; p valor 0,003; IC -89,43 a -44,97), SHR-L0s-50mg (189,00 * 4,30 mmHg; p
valor < 0,0001; IC -61,62 a -41,58), SHR-Carv-20mg (198,00 £ 5,15 mmHg; p valor < 0,0001;
IC -71,51 a 49,69) e SHR-Carv-40mg (226,40 + 13,50 mmHg; p valor 0,0002; IC -114,7 a -
63,29) apresentaram niveis mais elevados de PAS quando comparados aos animais Wistar
(137,40 = 4,83 mmHg). Passado uma semana de tratamento, identifica-se que a PAS do grupo
SHR-Los-50mg (145,60 + 9,45 mmHg) ja se assemelha a do grupo Wistar (141,40 £ 15,98
mmHg; p valor 0,9839; IC -3457 a 26,17), com reducdo da PAS em 22,96%.
Interessantemente, nesse momento, o grupo SHR-Carv-20mg (172,80 £ 7,66 mmHg) mostra
niveis pressoricos significantemente menores em relagao aos grupos SHR-Sorb (200,00 + 6,48
mmHg; p valor 0,002; IC 11,59 a 42,81) e SHR-Carv-40mg (211,40 + 19,99 mmHg; p valor
0,047; IC -76,56 a -0,6362).
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Figura 7. Comportamento da pressao arterial sistélica dos animas ao longo de quatro semanas
de tratamento.
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Semanas de tratamento

Wistar, grupo controle normotenso; SHR-Sorb, grupo controle hipertenso; SHR-Los-50mg, grupo controle
positivo tratado com 50mg de losartana; SHR-Carv-20mg., grupo tratado com 20mg de carvacrol; SHR-Carv-
40mg., grupo tratado com 40mg de carvacrol; PAS, pressdo arterial sistdlica; mmHg, milimetro de mercurio; a,
comparado ao grupo wistar; b, comparado ao grupo SHR-Sorb; ¢, comprado ao grupo SHR-L0s-50g; d, comparado
ao grupo SHR-Carv-20mg; ANOVA de dois fatores, p < 0.05.

Ainda sobre comportamento da PAS descrito acima e observado na Figura 7, observa-
se normalizagdo na PAS do grupo SHR-Carv-40mg (129,20 + 13,87 mmHg; p valor 0,9600; I1C
-27,47 a 40,27) somente a partir da terceira semana de tratamento, cuja reducdo alcancou
57,07%. Neste momento, o grupo SHR-Carv-20mg ja havia equalizado os valores de PAS aos
mesmos niveis dos grupos Wistar e Los-50mg. Ao final das quatro semanas de tratamento, os
grupos, SHR-Carv-20mg (138,80 + 9,26 mmHg; p valor > 0,999; IC -19,20 a 20,40) e SHR-
Carv-40mg (127,00 £ 3,24 mmHg; p valor 0,1426; IC -4,433 a 29,23), mostram valores de PAS
semelhantes aos animais normotensos (139,40 £ 8,45 mmHg), enquanto o grupo SHR-Los-
50mg (112,40 + 7,92 mmHg) apresenta niveis pressoricos menores que 0s demais grupos.

O comportamento da PAS descrito acima e observado na Figura 7, se reproduz de
forma semelhante nas curvas de pressao arterial diastolica e pressdo arterial média, apresentadas
nas Figuras 8 e 9, respectivamente. Esses resultados sugerem gue o carvacrol, na menor dose
avaliada, apresenta uma agéo anti-hipertensiva mais precoce, por via oral, quando comparado
a maior dose estudada. Ainda, a partir dos dados obtidos, observa-se que 0 comportamento do

carvacrol sobre os niveis pressoricos vao otimizando ao longo do tratamento, atingindo um
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efeito de normotensdo na quarta semana, sugerindo um efeito anti-hipertensivo tempo-

dependente para esse monoterpeno.

Figura 8. Comportamento da pressao arterial diastolica dos animas tratados ao longo de quatro
semanas de tratamento.
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Semanas de tratamento

Wistar, grupo controle normotenso; SHR-Sorb, grupo controle hipertenso; SHR-Lo0s-50mg, grupo controle
positivo tratado com 50mg de losartana; SHR-Carv-20mg., grupo tratado com 20mg de carvacrol; SHR-Carv-
40mg., grupo tratado com 40mg de carvacrol; PAD, presséo arterial diastolica; mmHg, milimetro de mercurio;
a, comparado ao grupo wistar; b, comparado ao grupo SHR-Sorb; ¢, comprado ao grupo SHR-Los-50g; d,
comparado ao grupo SHR-Carv-20mg; ANOVA de dois fatores, p < 0.05.
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Figura 9. Comportamento da presséo arterial média dos animais tratados ao longo de quatro

semanas de tratamento.
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Wistar, grupo controle normotenso; SHR-Sorb, grupo controle hipertenso; SHR-Lo0s-50mg, grupo controle
positivo tratado com 50mg de losartana; SHR-Carv-20mg., grupo tratado com 20mg de carvacrol; SHR-Carv-
40mg., grupo tratado com 40mg de carvacrol; PAM, pressdo arterial média; mmHg, milimetro de mercdrio; a,
comparado ao grupo wistar; b, comparado ao grupo SHR-Sorb; ¢, comprado ao grupo SHR-L0s-50g; d, comparado

ao grupo SHR-Carv-20mg; ANOVA de dois fatores, p < 0.05.

5.4 Efeito do carvacrol sobre niveis séricos de Ang 1-7 e ECA-I

Em relagdo aos niveis séricos de Ang 1-7 e ECA-1 ao final do tratamento, os resultados
apresentados no grafico (Figura 10), demonstram que o tratamento oral com carvacrol na maior
dose, SHR-Carv-40 mg, apresentou niveis séricos de Ang 1-7 estatisticamente comparaveis ao
grupo normotenso. Paralelamente, na Figura 10, € possivel perceber niveis séricos de ECA |
significativamente menores nos grupos tratados com carvacrol, para ambas as doses, quando
comparados ao grupo SHR-Sorb, sendo estatisticamente semelhantes aos niveis observados nos
animais Wistar. O tratamento com losartana, em nosso estudo, ndo mostrou reduzir os niveis

de Ang 1-7 e ECA I, uma vez que esse farmaco é um bloqueador de receptor AT1.
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Figura 10. Efeitos do tratamento sobre os niveis séricos de angiotensina 1-7 e enzima

conversora de angiotensina.
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Ang 1-7, angiotensina 1-7; ECA, enzima conversora de angiotensina I; Wistar, grupo controle normotenso; SHR-
Sorb, grupo controle hipertenso; SHR-Los-50mg, grupo controle positivo tratado com 50mg de losartana; SHR-
Carv-20mg., grupo tratado com 20mg de carvacrol; SHR-Carv-40mg, grupo tratado com 40mg de carvacrol; a,
comparado ao grupo wistar; b, comparado ao grupo SHR-Sorb; ANOVA de um fator, p <0.05.

5.5 Efeito do carvacrol sobre a expressao génica de receptores MAS e AT1

No que tange a expressdo génica dos receptores, MAS (receptor de Ang 1-7) e AT1

(receptor de angiotensina Il), a Figura 11 abaixo apresenta os respectivos resultados.

Os dados permitem sugerir que os grupos SHR-Sorb, SHR-Los-50mg e SHR-Carv-
20mg, apresentam maior expresséo do receptor MAS, quando comparado ao grupo normotenso.
Em contrapartida, no grupo SHR-Carv-40mg, constata-se atividade génica semelhante ao grupo
controle normotenso, sendo menor que 0s demais grupos tratados. Esses dados corroboram 0s
resultados anteriores, sobre o efeito do carvacrol 40 mg/Kg sobre os niveis séricos de Ang 1-7
e permitem sugerir que nessa dose, esse monoterpeno exerce seu efeito anti-hipertensivo,

possivelmente por atuar na expressdo desses receptores.
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Figura 11. Efeitos do tratamento sobre a expressao génica dos receptores, MAS e AT1, em

células cardiacas.
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MAS, receptor de Ang 1-7; AT1, receptor de angiotensina Il; Wistar, grupo controle normotenso; SHR-Sorb,
grupo controle hipertenso; SHR-Los-50mg, grupo controle positivo tratado com 50mg de losartana; SHR-Carv-
20mg., grupo tratado com 20mg de carvacrol; SHR-Carv-40mg., grupo tratado com 40mg de carvacrol; a,
comparado ao grupo wistar; b, comparado ao grupo SHR-Sorb; ¢, comprado ao grupo SHR-L0s-50g; d, comparado
ao grupo SHR-Carv-20mg; ANOVA de um fator, p < 0.05.

Ainda, na Figura 11, percebe-se uma expressdo mais elevada do receptor AT1 nos
grupos SHR-Sorb e SHR-Carv-20mg, quando comparados ao grupo controle Wistar.
Entretanto, ainda assim, os grupos tratados com losartana (50 mg/Kg) e carvacrol (20mg/Kg e
40mg/Kg), obtiveram atividade génica para o receptor AT1 menor que o grupo SHR-Sorb.
Além disso, € possivel destacar que a expressao génica do receptor AT1 no grupo SHR-Carv-
40mg e SHR-Los-50mg, é semelhante ao encontrado nos grupos Wistar. Esses achados,
sugerem que o carvacrol modula o sistema renina-angiotensina, por intervir na expressdo de
receptores AT1, de maneira dependente de dose, com efeito proporcional a droga padrdo

losartana.
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6 DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito anti-hipertensivo do tratamento com
carvacrol (20mg/Kg/dia e 40mg/Kg/dia) sobre a modulacdo do sistema renina angiotensina
(SRA), em SHR. A hipdtese de que o carvacrol pudesse atenuar 0s niveis pressoricos atraves
de modulagdes no SRA foi aceita. Os principais achados nesta pesquisa, apontam para um efeito
anti-hipertensivo do carvacrol, que pode ser parcialmente explicado pela diminuicéo dos niveis
séricos de ECA | e expressdo génica do receptor AT1 nos animais que compuseram 0S grupos
Carv-20mg e Carv-40mg.

Os efeitos hipotensores do carvacrol ja sdo bem conhecidos, sendo primeiramente
descritos por Aydin et al. (2007). Outros trabalhos foram publicados nessa mesma linha,
evidenciando resultados semelhantes (Dantas et al., 2015; Feketa; Marrelli, 2015). Ja o efeito
anti-hipertensivo do carvacrol, utilizando modelo com ratos SHR foi publicado por Barreto Da
Silvaetal. (2020) e Costa et al. (2021), investigando principalmente os mecanismos vasculares.
A partir deste ponto, Dias et al. (2022), conseguiram demonstrar que além da reducdo do ténus
vascular, os animais SHR tratados com 20 mg/dia de carvacrol, reduziram a expressao génica
de receptores AT1 e aumentaram a expressdo génica de receptores MAS em tecido renal,
sugerindo discretamente uma possivel atuacdo do carvacrol na via do SRA, ndo apresentando
resultados sobre a sintese de angiotensina Il, ECA | e angiotensina 1-7 (Ang 1-7).

Nossos resultados também sugerem interacdo do carvacrol com o SRA, ao demostrar
uma reducdo na expressao génica do receptor para angiotensina Il (AT1R) e uma normalizacdo
na expressao génica do receptor para angiotensina 1-7 (MASR). Este achado pode ajudar a
explicar a inibicdo da sintese de ECA | observada nos grupos tratados com 20mg/dia e 40mg/dia
de carvacrol, assemelhando-se ao grupo normotenso e ao grupo tratado com 50mg/dia de
losartana; assim como uma atenuacédo na sintese de Ang (1-7) no grupo Carv40mg, tornando-o
semelhante ao grupo normotenso.

Em ratos SHR ndo tratados, nota-se uma expressao génica de AT1R e MASR aumentada
(Dias et al., 2022; Varagic et al., 2010). N6s entendemos que 0 aumento da expressao de MASR
nesse modelo de hipertensdo, pode ser considerado como um mecanismo compensatério, frente
ao aumento de AT1R e agdes hipertensivas atribuidas a angiotensina Il, uma vez que a Ang (1-
7) é conferida acOes vasodilatadoras, capaz de reduzir a resisténcia vascular periférica e por
consequéncia a pressao arterial.

Até o presente momento, nosso estudo é o primeiro a trazer evidéncias mais consistentes

sobre a atuacdo do carvacrol sobre o0 SRA em ratos SHR. Contudo, outras pesquisas utilizando
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compostos com propriedades quimicas semelhantes as do carvacrol, j& demostram interacfes
importantes sobre o SRA (Chen et al., 2016; Wang et al., 2018). No estudo de Wang et al.
(2018), observa-se que o uso de 4&cidos poricoicos, em células renais de humanos e
camundongos, promoveu alteracdes significativas na modulacdo do SRA, reduzindo a atividade
da ECA 1 e sintese de Ang Il. J& a pesquisa conduzida por Chen et al. (2016), que através de
analise quimiométrica baseada em cromotografia liquida com espectrometria de massa,
observaram que a fracdo rica em polifendis da Biden Pisola, espécie vegetal da familia
Asteraceae, exibiu as maiores inibi¢des duplas em relacdo as atividades da renina e da ECA .
Nesse mesmo estudo, os pesquisadores ainda identificaram outros cinco metabdlitos com
potencial de modular o SRA.

Destaca-se, nesta pesquisa, que 0s animais tratados com 20 mg/dia de carvacrol
apresentaram equiparagdo com o0 grupo normotenso e o grupo tratado com losartana, da PAS,
PAD e PAM a partir da segunda semana de tratamento, no entanto os animais tratados com 40
mg/dia de carvacrol sd apresentaram normalizacdo da PA a partir da terceira semana de
tratamento, ndo sendo observado um efeito dose dependente, quando comparado as
concentracdes de 20 e 40 mg/dia de carvacrol. Resultados semelhantes foram discutidos nos
estudos de Costa et al. (2021) e Dias et al. (2022), ao tratarem por quatro semanas animais SHR
com 20mg/dia de carvacrol por via oral. Estes estudos demonstraram reducdo da PA ja na
primeira semana de tratamento, sendo equiparada ao grupo controle normotenso na quarta
semana do tratamento. Para estes autores, o carvacrol foi capaz de bloquear os canais de célcio
voltagem dependente nos vasos sanguineos, promovendo uma reducdo da reatividade vascular
e do ténus vascular. Outros pesquisadores ja haviam apresentado esse mecanismo de a¢do do
carvacrol, contudo investigando sempre uma via intravenosa ou intraperitoneal em animais
normotensos (Aydin et al., 2007; Dantas et al., 2015). O estudo conduzido por Barreto Da Silva
et al. (2020), foi o primeiro a demonstrar em animais SHR, uma reducéo significativa da PA
apos duas semanas de tratamento com 50mg/dia de carvacrol por via oral, também uma reducéo
do tbénus vascular.

O tratamento com carvacrol proposto em nosso estudo (via gavagem) promoveu
modulacdo no SRA, reduzindo a PA, sem interferir na evolugdo ponderal dos animais,
mantendo estavel o consumo de racdo, com reducdo dos niveis de LDL-colesterol e aumento
do HDL-colesterol. Paralelamente, houve uma reducdo da enzima AST. Em conjunto, estes
dados indicam que o carvacrol ndo interfere na funcdo hepatica e pode contribuir como
adjuvante terapéutico em dislipidemias. Aristatile et al. (2009), observaram uma reversao do
quadro de hepatotoxicidade induzida por D-galactosamine em ratos ap6s 21 dias de tratamento
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com carvacrol, atribuindo ao carvacrol uma propriedade hepatoprotetora. Em relagdo a
modulacdo lipidica, Abd EI Aal et al. (2017), concluiram que o carvacrol potencializa o efeito
da sinvastatina para a regulacéo desses parametros.

Nossos achados apontam para uma acdo anti-hipertensiva, hepatoprotetora, com
capacidade de redugédo do LDL-colesterol, associado a uma inibicdo da ECA | e regulacdo da
Ang 1-7, este feito sendo corroborado com maior expressdo génica de receptores MAS em
tecido cardiaco. Contudo, estes resultados sugerem que outras pesquisas devam avancar no
sentido de elucidar o mecanismo de acéo do carvacrol sobre a modulacdo do SRA; e no modelo
de administragdo do carvacrol por via oral ainda é necessario quantificar a biodisponibilidade

desse monoterpeno no sangue.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo permitem sugerir que o carvacrol 20 mg/Kg e 40
mg/Kg, administrado por via oral, oferece efeito anti-hipertensivo, modulando o SRA, atraves
da reducdo dos niveis séricos da ECA 1, regularizacédo dos niveis séricos de Ang 1-7, reduzindo
a expressao génica de receptores AT1, normalizando a expressdo génica dos receptores MAS
em tecido cardiaco de ratos espontaneamente hipertensos, culminando em normalizacdo da
presséo arterial desses animais.

Paralelamente, o carvacrol ndo gerou prejuizo da funcdo renal e hepaticas, observado
pelos niveis séricos dos parametros bioquimicos dos animais.

Adicionalmente, o efeito anti-hipertensivo do carvacrol é acompanhado de um menor
nivel de LDL-colesterol e maior de HDL-colesterol, o que o torna vantajoso a muitos
medicamentos ja empregados em desordens cardiovasculares.

Dessa forma, os resultados contribuem para respaldar cientificamente o carvacrol como
um composto bioativo no sistema cardiovascular, além de agregar no esclarecimento das vias
mecanisticas desse monoterpeno, reforcando seu efeito pleiotrépico sobre desordens
cardiovasculares. Mais estudos estdo sendo conduzidos, para corroborar com esses achados,
tais como a quantificagdo sérica da angiotensina Il sérica, eletrolitos e marcadores vasculares

como angiopoietina | e I1.
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ABSTRACT

Keywaords:
Carvacrol
Cardiowvascular
Hypertension

Aim: To analyze the effect of the use of carvacrol in the cardiovascular system of spontaneously hypertensive rats
(SHR). Methods: Methods: Twenty animals were allocated in four groups, one group control Wistar receiving
only sorbitol, used as vehicle of administration of the carvacrol (Wistar-Vehicle), one control group SHR, also
receive only sorbitol (SHR-Vehicle), a third, treated with losartan (SHR-Losartan/50 mg/kg), and the fourth,
treated with carvacrol (SHR - Carvacrol/20 mg/kg). Sorbitol, losartan and carvacrol were administered by oral
gavage daily for 30-day. Hemodynamic variables, vascular reactivity, biochemical parameters, and expression of
Mas and AT1 receptors in kidney tissues were analyzed.

Results: SHR- Carvacrol grullr showed a maximal effect of inhibition of 56% in the curve of norepinephrine. The
Emax of the curves with Ca®* were smaller in the groups SHR-losartan (40.17%) and SHR-carvacrol (35.71%)
when compared to the SHR-Vehicle. The carvacrol increased the expression of the MAS receptors in kidney
tissue.

Conclusion: Thirty days of treatment with carvacrol showed an antihypertensive effect associated with less pe-
ripheral vascular resistance. Also, treatment with carvacrol inereased the expression of MAS receptors in kidney
tissue.

1. Introduction

abnormalities related to the disease (Kjeldsen, 2018).
Furthermore, SAH is associated with increased expression of AT1

According to the World Health Organization, cardiovascular diseases
(CVD) are the main causes of death in the world (Kjeldsen, 2018). This is
related to several risk factors, such as atherosclerosis, hyperlipidemia,
and systemic arterial hypertension (SAH). In this sense, SAH stands out
as a disease of multi-causal and multifactorial origins, being considered
one of the main public health problems in the world and one of the main
causes of hospitalization due to cardiovascular and metabolic

receptors, as well as increased peripheral vascular resistance, endothe-
lial dysfunction, vascular remodeling, and damage to organs such as the
kidney and heart (Kawai et al., 2017).

The angiotensin-converting enzyme (ACE) 2/angiotensin-(1-7)
(Ang-(1-7))/Mas pathway exerts an antagonistic action in many physi-
ological and pathophysiological processes in several systems and organs,
including cardiovascular remodeling, opposing the classical ACE/Ang
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Abstract

Systemic arterial hypertension is considered the foremost cardiovascular risk factor,
and it is important to examine different therapies that help prevent and treat it,
especially when associated with other cardiovascular risk factors. In this context,
it is known that both carvacrol and aerobic physical training benefit the cardio-
wvascular system. This study investigated the effects of treatment with carvacrol
combined with aerobic exercise on hypertensive rats with cardiovascular risk
parameters. We used an experimental design with six groups: normotensive control
(Wistar rats); hypertensive control (spontaneously hypertensive rats, SHR); positive
control rats treated with amlodipine (Aml-20 mg); rats treated with carvacrol (Carv-
20 mg); rats trained with exercise (Exer); and rats treated with carvacrol and
exercise (ExerCarv). The treatment lasted for 4 weeks, monitoring heart rate and
systolic blood pressure (SBP). At the end of the treatment, wascular reactivity
tests were performed in addition to biochemical measurements of urea, creatinine,
aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase, triglycerides, total cholesterol,
high density lipoprotein cholesterol, low density lipoprotein cholesterol, very low
density lipoprotein cholesterol, atherogenic indexes, relative heart weight and
histopathological analysis of cardiac perivascular tissue. Significant reductions in SBP
were observed after the training period, with the ExerCarv group showing a greater
magnitude of reduction (ASBP = 88 + 10.0 mmHg, 42%). This group also experienced
reductions in atherogenic indices and improvement in all analysed lipid parameters,
with no differences observed in the Exer group. The findings indicated that the inter-
action between aerobic exercise and carvacrol offers a greater BP reduction. Exercise
is particularly effective for controlling biochemical parameters of cardiovascular risk,

regardless of carvacrol use.
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CARDIOPROTECTIVE AND VASOREAXANT EFFECTS OF CARVACROL: A
MECHANISTIC APPROACH
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Abstract

Cardiovascular disorders are the leading cause of morbidity and mortality worldwide.
Therefore, it is beneficial to investigate new therapies for the control and treatment of these
disorders. In this context, carvacrol emerges as a phytochemical with important therapeutic
potential. Therefore, this article aims to discuss and describe the pharmacokinetic properties
and main mechanisms that explain the effects of carvacrol on cardiovascular disorders.
ADMET studies revealed that carvacrol has promising pharmacodynamic characteristics for
cardiovascular treatments. Some studies showed that animals treated with carvacrol had a
decrease in the infarct area, less collagen deposition, lower serum concentrations of cardiac
injury markers, as well as a decrease in the expression of proteins involved in cellular apoptosis
pathways, evidencing its cardioprotective role. However, most of the effects described are
related to intraperitoneal and intravenous treatment in normotensive animals, being limited
studies that investigated the effects of carvacrol by the oral route and demonstrating the need
to continuation of the works with models of spontaneous hypertension, which would better
mimic the systemic arterial hypertension observed in humans.

Keywords carvacrol; hypotension; vessel relaxation; cardioprotective; pharmacokinetics.
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1. INTRODUCTION

Cardiovascular disorders (CDVs) are the main causes of morbidity and mortality in
the world, reaching mainly developing countries (NASCIMENTO ef al., 2018), providing too
much cost to society with drug treatment, clinical hospitalizations and surgical procedures
(SIQUEIRA et al., 2017). Therefore, the discovery of new interventions, especially those of a

non-drug nature, that can help in the treatment and prevention of these disorders is salutary.

Epidemiological and experimental studies have suggested the health benefits of
medicinal herbs as well as their constituents against various diseases (SOFOWORA et al., 2013,
RAJPUT et al., 2018). The therapeutic importance of plants has been cited in the ancient
cultures and traditions of many countries and societies, and they are believed to be cost-
effective and safe. Since ancient times, plants and their products have been used as a culinary
preparation or as a remedy in different traditional medicines for many diseases (RAHMANI et
al., 2014). Turmeric, oregano, thyme, olives and dates, to name a few, have been widely used
for culinary purposes in diets and are also believed to have beneficial effects against numerous

allments (RAHMANI et al., 2014).

In this context, carvacrol a monoterpene (C10H140) phenolic, is from thyme, oregano
and marjoram, and belongs to a class of phenols that have a ten carbon unit and which are
present in the essential oils of many plants (Origanum vulgare, Pepperwort, Bergamota
selvagem, Satureja, Origanum marjorana, Nigella sativa and Tequila) (THOMPSON et al.,
2003; VERA; CHANE-MING, 1999), emerges as an alternative for studies, since some
properties and mechanisms of action have already been described in the literature, namely: anti-
inflammatory (LIU et al., 2018), antimicrobial (REIS et al., 2018), analgesic (WANG ef al.,
2019), anticancer (ARUNASREE, 2010; BARANAUSKAITE et al.,, 2017), antioxidant
(BELLES et al., 2019), vasorelaxant, hypotensive, antihypertensive and cardioprotective
(CHEN et al., 2017; EARLEY et al., 2010) actions.

Regarding the properties of carvacrol on the cardiovascular system, it can be observed
that the main mechanism of action is the blockade of the calcium channels, resulting in a
relaxation of the vessel and reducing blood pressure (BP) (AYDIN et al., 2007; DANTAS et
al.,2015). This mechanism may confer cardioprotection, since the control of hypertension may
decrease the chances of cardiac remodeling (CHEN et al., 2017). However, there are few

original studies that have proposed to investigate the effect of carvacrol, as an isolated
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compound, on these variables, as well as it is scarce in the literature review articles describing
the mechanisms behind the effects of this compound on cardiovascular responses. Therefore,
the main objective of this review is to discuss and describe the pharmacokinetic properties and

the main mechanisms that explain the effects of carvacrol on CDVs.

2. DATA EXTRACTION AND METHODOLOGY

Scientific search engines such as PubMed, Google Scholar, Scielo, and Bireme were
used to find and collect literature. For the search of the articles analyzed, the word carvacrol
was used along with the following descriptors: blood pressure, hypertension, hypotension,
relaxation vessel, vascular, cardioprotection, heart attack, myocardial infarction, and ischemic
injury, including all original articles, In Vivo and In Vitro published until December 2022,
while review articles, articles that did not address in the abstract the effect of carvacrol on the
variables represented by the other descriptors and articles that used plant extract instead of the

isolated compound, carvacrol, were excluded.

3. RESULTS
3.1. Carvacrol cardiovascular properties

3.1.1. Hemodynamic effects

There are still few works that investigate the hemodynamic effects of carvacrol (Table
1), some studies show both antihypertensive and hypotensive effects (AYDIN et al., 2007,
DANTAS et al., 2015, FEKETA; MARRELLL 2015). Therefore, with the exception of surveys
carried out by BARRETO DA SILVA ef al. (2020), COSTA et al. (2021) and DIAS et al.
(2022), the other studies were conducted using normotensive animals, however, the absence of
a systemic arterial hypertension model limits investigations on antihypertensive effects.

The first study to demonstrate an effect of carvacrol on BP pressure was a study
conducted by AYDIN et al. (2007). Were administered several doses of carvacrol (1, 10, 20 50,
100 and 500 ug/kg) intraperitoneal route, observing hypotensive and antihypertensive effect
only at the dose of 100 ug/kg; the dosage of 500 ug/kg has been described as toxic to animals.
In this experiment, an immediate reduction of mean arterial pressure (MAP) and systolic blood
pressure (SBP) was demonstrated both in the control group (reduction below normal values)

and in the group that had hypertension induced by L-NAME (return to baseline SBP after five

71



minutes of carvacrol administration), thus characterizing the hypotensive and antihypertensive
effects of carvacrol.

In the research conducted by DANTAS ef al. (2015), bradycardia and dose-dependent
reduction of BP, after being administered into the vein the doses of 1, 5, 10 e 20 mg/kg of
carvacrol. This study indicated only at the hypotensive effect of carvacrol, this response being
attributed mainly to the relaxation of blood vessels through voltage-dependent calcium channel
block (CAVs), without explaining how carvacrol promoted bradycardia.

Already in the study of FEKETA e MARRELLI (2015), the hypothesis that carvacrol
could promote hypothermia was tested, however, in order to evaluate the toxicity of this
compound they were able to observe effects on BP in CD-1 mice. Therefore, they administered
carvacrol in the dosage of 100 mg/kg intraperitoneal rout and 25, 50 e 100 mg/kg intravenous
rout. The authors did not observe effects on BP when the route of administration of carvacrol
was intraperitoneal, however, when administered intravenously, a dose-dependent reduction
can be observed (-26 &+ 4, -36 + 4 and -58 = 5 mmHg, respectively). It is worth emphasizing
that all the studies used direct BP measurement, via a catheter, increasing the reliability of the
results discussed.

BARRETO DA SILVA et al. (2020), were the first researchers to propose a design
using a model with spontaneously hypertensive rats (SHR), aiming to evaluate the effects of 21
days of treatment with carvacrol (oral route), formulations of carvacrol encapsulated in [ -
cyclodextrin (CARV/ B-CD). These authors also pointed out significant reductions in vascular
tension and evidenced an anti-inflammatory property of carvacrol, when observing a reduction
in pro-inflammatory mediators (IL-1f) and an increase in anti-inflammatory cytokines (IL-10).

In the study by COSTA ef al. (2021), spontaneously hypertensive animals treated with
20 mg/kg of carvacrol orally had their BP levels normalized after four weeks, resembling the
normotensive group and the group treated with amlodipine (20 mg/kg), antihypertensive used
as a positive control of carvacrol. Similar to this study, DIAS et al. (2022), also observed an
antihypertensive effect of carvacrol (20 mg/kg/day) when treating rats (SHR) for four weeks.
The hemodynamic variables in this study, SBP, DBP and MAP, were like the normotensive
group and the group treated with 50 mg of losartan/day in the last week of treatment.

Table 2 Effects of carvacrol on blood pressure

Dose (route of Animal

administration) species Study design Results Author
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1,10, 20, 50, 100 e
500 pg/kg. (1.p)

1.5, 10e20
mg'kg. (1.v)

25,50 e 100
mg/kg. (i.v); 100
mg/kg. (i.p)

50 mg/kg (oral)

20 mg/kg (oral)

20 mg/kg (oral)

Rats
(Sprague-
Dawley)

Rats
(Wistar)

Mice
(CD-1)

Rats (SHR)

Rats (SHR)

Rats (SHR)

In Vivo Study, with
evaluation of the
antihypertensive effect
in hypertension induced
by L-NAME in rat by
direct pressure
measurement.

In Vivo Study, with
verification of the
hypotensive effect by
direct pressure
measurement.

In Vivo Study, with
verification of the
hypotensive effect by
direct pressure
measurement.

In Vivo Study,
investigation of the
chronic effect of
carvacrol (encapsulated
with f-cyclodextrin) on
hemodynamic
parameters.

In Vivo Assay: analysis
of four weeks of
treatment with
carvacrol and aerobic
physical exercise on
hemodynamic
parameters.

In Vivo Assay: analysis
of four weeks of
treatment with
carvacrol hemodynamic
parameters.

IBP (100 pg/kg) both
in the control group
and in the group that
was Induced
hypertension by L-
NAME.

|BP and |HR (-6£3; -
35+£5; -57+£7; -84=4
mmHg and -8+3; -
87+33; -240435; -
30321 bpm),
respectively.

JPA for administration
via I.V. — BP for dose
administered via L.P.

1 SBP and DBP from
the 15th day of
treatment, with a more
pronounced effect on
the formulation
CARV/B-CD.

| vascular tension and
anti-inflammatory
action with | IL-1 B
and 1 IL-10.

1 SBP and DBP after
four weeks of
treatment, with a more
pronounced effect in
the ExerCarv group.

| SBP and DBP after

four weeks of treatment

with carvacrol.

AYDIN et
al. (2007)

DANTAS et
al. (2015)

FEKETA e
MARRELLI
(2015)

BARRETO
DA SILVA
et al. (2020)

COSTA et
al. (2021)

DIAS et al.
(2022)

*— no effect; |, reduction; 1, increase; i.p, intraperitoneally; i.v, intravenously; L-NAME, inhibitor of nitric oxide
synthesis; BP, blood pressure: SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; HR, heart rate:
ExerCarv, group treated with exercise and carvacrol

3.1.2. Vasorelaxant effect

Some previously cited works attributed vasorelaxation as the main mechanism that

justifies the hypotensive and antihypertensive effect of carvacrol. However, other mechanisms

at the vascular level attributed to carvacrol are already known. Table 2 brings some studies that

proposed to study some of these mechanisms.
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LIU et al. (2020), compared the effects of treatment with two doses of carvacrol (10
and 20 mg/kg) on hypercontractility hyperglycemia-induced in aorta of mice, having as main
results the reduction in the number of layers of vascular smooth muscle cells with concomitant
decrease in the thinned morphological pattern presented in untreated animals. In addition, these
authors suggest that the reduction in vascular hypercontractility observed through exposure of
aortic rings to different concentrations of phenylephrine, is due to the activation of the
P13K/Akt signaling pathway. In this study, there was no difference between the doses of
carvacrol used.

ZHAO et al. (2020), treated diabetic mice for six weeks with oral carvacrol (05 and 10
mg / kg) to try to mitigate the deleterious effects of hyperinsulinemia on the endothelium of the
thoracoabdominal artery. The findings of ZHAO et al. (2020), show significant reductions in
the inflammatory profile, as observed in serum levels of TL-1f3, IL-6, IL-18, TNF-a and NF-kB
expression, as well as demonstrated reductions in parameters related to diabetic disorders, such
as p-InsR, p-IRS-1, expression of TRL4 and insulin. All these changes were more pronounced
at the dose of 05 mg/kg and resulted in a significant decrease in lesions and consecutively
vascular fibrosis.

Carvacrol has also been discussed as an agonist and antagonist of different receptors
in the superfamily of TRP receptors (transient potential receptors), as well as CAVs (DANTAS
et al., 2015), evaluated carvacrol in the mesenteric artery of pre-contracted rats with PHE (10
uM). The carvacrol (10 and 3x10*M) induced vasorelaxation in mesenteric artery rings with
and without functional endothelium. Carvacrol reduced concentration - dependent contractions
induced by Bay K 8644 (200 nM), suggesting involvement of CAVs. These authors also
observed that in arteries depolarized by 60 mM KCL, against nifedipine, a CAV blocker, and/or
cyclopiazonic acid, a Ca®* -ATPase (SERCA) reserve inhibitor, carvacrol showed a reduction
of CaCl, -induced contraction. In this same study, it was also possible to observe a carvacrol
response related to calcium influx by inhibiting SOCs (store-operated calcium) and
involvement of TRPM7 (Transient potential receptor, subfamily M, member 7), a functional
component of SOCs.

Posteriorly, LEE et al. (2015), based on the property of carvacrol on oxidative stress,
verified the ability of monoterpene to affect the migration and proliferation of aortic VSM cells
from rats. In the same study, the effect of carvacrol (0.03 - 3uM) on the neoformation of the
carotid intima - layer of rats after induced injury was evaluated. The results together suggest a
potential inhibitory effect on migration and proliferation of VSM cells, probably by regulation
of the MAPK pathway.

74



Carvacrol is also being assigned an angiogenic potential (MATLUOBI et al., 2018),
however, this response has been verified in human mesenchymal stem cells through In Vitro
studies, demonstrating that low doses of carvacrol (25-200 uM) are able to increase the survival
of mesenchymal stem cells and their migration rate. These authors have revealed that carvacrol
induces neovascularization by detecting increased expression of wvascular endothelial

transcription factor (VEGF) and the Von Willebrand factor (FvW), an important glycoprotein

in the regulation of vascular homeostasis, being involved in inflammation pathways.

Table 2 Effects of carvacrol on vascular smooth muscle

Dos_e (_routg of Anlglal Study design Results Author
administration) species
— Vascular effect;
In vitro study of . discard of the
la tivi involvement of a-
Rats vaficu [ reac 1v1t§/ adrenoreceptors in the
10°M (Sprague- @ az:_;:g ?;’;:ioo hypot.ensive mechanism  AYDIN et
Dawley) difforent d p described for carvacrol, al. (2007)
;{ gienPl{(Eses g exclusion of
C’ CL an participation of L-type
atLa. calcium channels in the
VSM.
In Vitro Study of
"a““f;;.:gft“’”y Inhibition of KCL-
concelItra tions of induced contraction of PEIXOTO-
10°M Rats (Wistar) KCI: PHE and Ca2 aortic rings. | NEVES et
N aftér S minutes of contraction magnitude al. (2010)
0/
exposure of the aorta by 68%.
to carvacrol.
In Vitro Study. | Isometric contraction
Investigation of the by 50% and 1 50% SHABIR ef
100 pmol/L Rats (Wistar)  pathways responsible  isometric contraction in (201 4‘)2
for hypercontracting the absence of ar
aortic rings. carvacrol.
t Vasorelaxation; —
. vasorelaxation in the
In Vltr_o A.S says. presence of KCL; the
Investigation of .
relaxation of potass.lum chaqnels do
Rats (Wistar . not interfere in the
10® e 3x10°*M ( ) n.‘Lesentenc artery vasorelaxation induced DANTAS et
rings under stress by carvacrol: | al. (2015)
with carvacrol, PHE, Y L
KCL, Bay K 8644 concentration-
an:i U46619 dependent contractions
: induced by Bay K 8644
(200 nM).
| Migration and
Rats In Vitro Assays — proliferation of smooth LEE ef al
(0,03 —3uM) (Sprague- Cell culture (aortic muscle cells; | ROS and (2015) ’
Dawley) artery). inhibition of the MAPK

pathway.
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In Vitro Assays — cell

Tcell survival and

(25 e 50 uM) Holmo culture (bone migratic.)n; T MATLUOBI
Sapiens marrow). neovascularization; .T etal (2018)
FvW and VE-cadherin.
| aortic thinning and
Effect of carvacrol hypercontractility; |
on body mass and VSM; | serum glucose;
10 & 20 mg/kg (ip) Mice serum glucose; and 1 of the activity of the LIU et al.
= (C57BL/6J) research into the P13K/Akt pathway: no (2020)
pathways of VSM differences between the
remodeling. 10 and 20 mg/kg doses
of carvacrol.
Investigation of the | endothelial injury; |
Mice protective effect of insulin; | p-InsR; | p-
05 e 10 mg/kg (CSTBL/Ks] carvacrol against IRS-1; | NF-xB; | IL- ZHAO et al.
(oral) db/db) endothelial 1B; | IL-18; | IL-6; | (2020)
inflammation in TNF-a; | vascular
diabetic mice. fibrosis.
A | el
- suggests an inhibitory
20 mg/kg (oral) Rats (SHR) reacthlt)f fo effect of carvacrol on COSTA et
cumulative . al. (2021)
. both pB-adrenergic and
concentrations of Ca2* channel blockade
Ca’" and NOR. )
In Vitro Assay:
mesenteric artery | Vascular tension;
reactivity to suggests blockade of DIAS et al.
20 mg/kg (oral) Rats (SHR) cumulative Ca’* channels by (2022)
concentrations of carvacrol.
Ca’" and NOR.

*— no effect; |, reduction; T, increase; i.p, intraperitoneally; i.v, intravenously; L-NAME, inhibitor of nitric oxide
synthesis; BP, blood pressure; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; HR, heart rate; KCL,
potassium chloride; MAPK, mitogen-activated protein kinase; EROS, reactive oxygen species; IL-1p, interleukin
- 1B; TL-10, interleukin - 10; TL-18, interleukin - 18; TL-6, interleukin - 6; TNF-a, tumor necrosis factor-a; p-
InsR, phosphorylated insulin receptor; p-IRS-1, insulin receptor substrate - 1; NF-kB, nuclear transcription factor-
kB; Ca*", calcium; NOR, noradrenaline; VSM, vascular smooth muscle

3.1.3. Cardioprotective effects

Carvacrol also has cardioprotective properties. Table 3 brings a summary of the
articles that proposed to investigate these properties.

Adapala et al. (2013), were the first researchers to show In Vitro that the molecular
mechanisms that led to the increase of fibroblast cell differentiation had as key points the
expression of the potential channels of the voltage-dependent transient receptor (TRPV4),
channels calcium-sensitive to influx, showing that the increase in the expression of TRPV4 was
related to the increase in the release of TGF-pfl in the ECM. These investigators, when

inhibiting TRPV4 channels, using carvacrol, found that TGF-Bl-induced fibroblast

76



differentiation was not inhibited, however, the reduction in ECM stiffness was correlated with

a lower differentiation of these cells, concluding that the TRPV4 channels participate in the

cardiac remodeling process, either by mechanical mechanisms, interfering in the ECM rigidity,

or by soluble mechanisms (interfering in the release of TGF-f1).

Table 3 Effects of carvacrol on ischemic disorders

Dos_e (_routf: of Anlrr_lal Study design Results Author
administration) species
— Fibroblast
In Vitro Study - Cell ~ differentiation induced
Uninformed Rats culFure: inclluf:tion of by TGF-ﬁl. Positive ADAPALA ef al.
(Sprague- differentiation of correlation of EM (2013)
Dawley) cardiac fibroblasts by stiffness with
TGF-pl. fibroblastic
differentiation.
| Infarct area (37.64%,
In Vivo Study: 26.76% and 23.99%),
25.50 & 100 Infarction induced by  respectively. |CK, CK-
: k. e(_ ) Rats (Wistar) ligation of the left MB, ¢TnT e LDH. YU et al. (2013)
meke (Lp anterior descending IMDA, SOD, GSH and
coronary artery. GSH-PX. |caspases-3
and Bax and 1Bcl-2.
In Vivo and In Vitro Increased recovery of
Study: Culture of ST-segment elevation in
25.50 € 100 . card.Lom.yocytes. the ECG in the treated CHEN et al.
ke (ip) Rats (Wistar) Infarction induced by  group; |infarct area (50 (2017)
mgkg lLp ligation of the left e 100 mg/kg); 1SOD,
anterior descending T1CAT and [MDA; 1p-
coronary artery. ERK.
In Vivo Assay:
. dmgé‘;:ensi - \PA; |HR; |Cardiac
25,50 e 75 mg/kg . induced Uyperiension g osis: JANP mRNA:  JAMHIRI et al.
N - Rats (Wistar) model; In Vitro g
(nio informado) Lcell size; |MDA and (2019)
Assay: Overload- DPPH
induced cardiac f )
hypertrophy.
In Vitro Assay. QRS interval increased,
. . AV blockages, and
Humans and  Electrocardiographic duced T
10, 30, 100, 300 e Rabbits study of isolated Ef’m‘(‘i"e . thwda"e ALMANAITYTE
1000 nM (New cardiac tissue using amplifude With decrease et al. (2020)
in conduction velocity
Zealand) the Langerdorff . .
. in the ventricular
perfusion system. . :
myocardium, reversibly
Qualitative Preservation of the
histopathological shape and size of COSTA et al.
20 mg/kg (oral) Rats (SHR) analysis of cardiac perivascular tissue and (2021)
tissue. cardiomyocytes.

*—_ no effect; |, reduction; 1, increase; i.p, intraperitoneally; i.v, intravenously; BP, blood pressure; HR, heart
rate; EM, extracelular matrix; CK, cratine kinase; CK-MB, creatine kinase — cardiac 1soform; ¢TnT, cardiac
troponi; LDH, lactate dehydrogenase; MDA, malondialdehyde; SOD, superoxide dismutase; CAT, catalase;
GSH, glutathione non-exudative enzyme; GSH-PX, glutathione peroxidase; p-ERK, ERK phosphorylated;
DPPH, The 2-2-diphenyl 1-picril-hydrasil; AV, atrioventricular
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In another study, conducted by YU et al. (2013), the objective was to show the
cardioprotective property of carvacrol at an event of myocardial infarction. Therefore, the
researchers conducted the experiments on adult Wistar rats (250-300 grams), inducing
infarction via ligation of the left anterior descending coronary artery and treating them with 25,
50 and 100 mg/kg of carvacrol by seven consecutive days. The first results demonstrated in this
study, indicated a reduction of the area of infarction in the animals treated with 25, 50 and 100
mg/kg of carvacrol, having an infarct area equal to 31.64%, 26.76% and 23.99% respectively.
In the control group, the infarct area was 37.33%. Carvacrol treatment was also effective in
dramatically decreasing serum concentrations of creatine kinase (CK), creatine kinase - cardiac
isoform (CK - MB), cardiac troponin (¢cTnT) and lactate dehydrogenase enzyme (LDH) when
compared to the control group. It was also possible to observe antioxidant and antiapoptotic
effects of carvacrol, the first being demonstrated by the reduction in the treated groups of the
activity of malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD), glutathione non-exudative
enzyme (GSH), as well as glutathione peroxidase (GSH-PX), and the antiapoptotic effect was
evidenced by the reduction of the expression of the proteins caspases-3 and Bax, as well as by
increased levels of the protein Bcl-2, cell apoptosis markers. These results indicate that
carvacrol was effective in attenuating the damage caused by acute myocardial infarction. Using
the same protocol for infarction induction, Chen et al. (2017), observed results similar to those
of the previously mentioned research. However, cardioprotection was only conferred, regarding
the reduction of the infarct area, to the animals treated with the doses of 50 and 100 mg/kg of
body mass, and there was no significant difference in those treated with 25 mg/ kg, when
compared to the control group.

Chen et al. (2017), also showed an antioxidant effect, with increased activity of SOD
and catalase (CAT) enzymes, and reduction of MDA levels. The cardioprotective efficiency of
carvacrol was also analyzed in vitro, indicating better viability of the cardiomyocytes of
infarcted animals that were treated with carvacrol (CHEN et al., 2017). These authors are still
committed to investigate the cellular apoptosis pathway MAPK/ERK, demonstrating that in
animals treated with carvacrol increased the phosphorylation of ERK (p-ERK), thus
deactivating the cell apoptosis pathway, while inhibiting ERK with PD-98059 the
cardioprotective property of carvacrol was reversed, demonstrating the involvement of the
MAPK-ERK pathway in the antiapoptotic mechanisms of carvacrol (CHEN et al., 2017).

Jambhiri et al. (2019), through in vivo and in vitro assays, they observed reductions in

cardiac fibrosis and in the gene expression of the atrial natriuretic peptide, a key factor for the
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cardiac remodeling pathway. While Costa et al. (2021), presented qualitative results that
evidence a cardioprotective role of carvacrol on cardiac remodeling imposed by arterial
hypertension. In the experimental design proposed by them, the rats (SHR) were treated (oral)
with 20 mg/kg of carvacrol for four weeks. Another property inherent to carvacrol was
described in the work of Almanaityte et al. (2020), who demonstrated antiarrhythmic activity,
when they found that carvacrol increased the QRS interval and promoted atrioventricular block
in hearts explanted from rabbits and humans through a Langerdorff perfusion system. Fig. 1

below, presents a summary of the previously discussed mechanisms of action of carvacrol.

|cAVs | mp || Calcium influx |

ANTIHYPERTENSIVE
" O s9¢s| ? | (TRPM7) | MECHANISM
=> | Neovascularization |
[ MAPK - ERK | ? | Apoptosis |
| CARDIOPROTECTIVE
lI“MB, c¢TnT, LDH, infarct SIIGI ACTION

Fig. 1 Mechanisms of action of carvacrol

4. CONCLUSIONS AND FUTURE PERSPECTIVES

In conclusion, ADMET analyzes revealed that carvacrol has promising
pharmacodynamic properties for the treatment of CDVs. In addition, carvacrol has hypotensive
and antihypertensive action, especially when used at doses of 50 and 100 mg/kg. This
hemodynamic response seems to be mainly associated with voltage-dependent calcium channel
block, reducing vascular contraction tone, and mitigating endothelial dysfunction in diabetes
models. We also conclude that carvacrol promotes cardiac protection, acting in the pathways
of cardiac remodeling and apoptosis, reducing cardiac fibrosis and deposition of collagen, as
well as reduction of infarct area and expression of apoptotic molecular markers and
hypertrophic in normotensive rats and / or with angiotensin II-induced hypertension treated
with carvacrol. However, there is a need for further studies using spontaneous hypertension
models that can combine carvacrol with other antihypertensive therapies, such as drugs already
consolidated for this purpose or even non-drug interventions such as physical exercise, which

may reveal its real antihypertensive potential.
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formatos de apontamentos.

Ao invés de serem realizados por relatérios, fazendo com que muitos autores considerem subjetivos, nossos avaliadores fazem os
apontamentos no proprio texto, apontando em outra cor todas as lacunas que devem ser eventualmente sanadas.

Esse processo possibilita que o pesquisador consiga atuar com o maximo de clareza e transparéncia dentro dos apontamentos do
avaliador, havendo a possibilidade de concordar ou nao, sendo a ndo concordancia justificada no préprio texto, promovendo assim,

a capacidade de dialogo.

O material com os apontamentos sera encaminhado para o autor que devera atender, justificar ou contrapor TODOS os
apontamentos realizados.

Apos o retorno, o material € encaminhado novamente ao Primeiro Parecerista, assim, a avaliagao observara se os apontamentos
atendidos qualificam o material para publicagao.

Nesta etapa é muito importante que o pesquisador atenda todas as exigéncias fazendo inclusive, apontamentos de justificativa ou
contraposigao. Caso contrario o material sera reprovado.

Importante!

Caso os apontamentos sejam sobre questdes relacionadas as normas e ortografia, o (s) pesquisador (es) pode (m) optar por
realizar por conta propria, ou optar pela editoragao interna (mediante taxa).

Etapa 5. Editoragcao

O segundo parecerista sera responsavel por realizar vistas de todo o processo que foi realizado antes. Além disso, fazer
apontamentos pertinentes a area. O processo sera o mesmo realizado pelo primeiro parecerista.

Nesta etapa é muito importante que o pesquisador atenda todas as exigéncias fazendo inclusive, apontamentos de justificativa ou
contraposigao. Caso contrario o material sera reprovado.

Importante!

Caso os apontamentos sejam sobre questdes relacionadas as normas e ortografia, o (s) pesquisador (es) pode (m) optar por
realizar por conta prépria, ou optar pela editoragao interna (mediante taxa).

Etapa 6. Parecer final e, APC (Publicagao)
Nesta etapa o material tera seu status final.

Caso o material seja reprovado o (s) pesquisador (es) receberdao um relatério do (s) motivo (s) que levaram o material a ser
considerado insuficiente para publicagao.

Caso o material seja considerado aprovado, o autor recebera um e-mail para se seja realizado o segundo investimento da taxa
de APC ( consulte nossa apresentagao em pdf ).

Na segunda taxa de APC esta incluso:

Programacao de linguagem HTML, execugdao do PDF, conferir e criar o cadastro do pesquisador responsavel no sistema
interno, e, gerar coédigos de programagao que possam otimizar os materiais.

Além disso, inclusao do registro DOI;

Indexacao dos materiais;

Link em pdf;

Tradugéo inglés;

Tradugéo espanhol;

Custos administrativos das referidas etapas.

Importante!

Em caso de desisténcia ndo havera restituicao de valores.
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Etapa 7. Publicagdo em Portugués

Nesta etapa, nossa equipe é responsavel por realizar o processo de programagao de linguagem HTML, execugéo do PDF, conferir

e criar o cadastro do pesquisador responsavel no sistema interno, e, gerar cédigos de programagdo que possam otimizar os

materiais.

Essa etapa ndo depende mais do pesquisador. Mas sim, da nossa equipe e programacao.

A fase de publicagao para visualizagdo é a etapa onde o material é indexado para online, gerado o link do .pdf, incluso o nimero

DOI,

e indexado nas demais redes.

Tradugéo e Publicagéo em Inglés e Espanhol

Apds a publicagdo em Portugués o material € encaminhado para Tradugao e, consequentemente passara novamente por todas as

etapas e processos anteriores.

Etapas Optativas

Esta etapa envolve processos que s@o opcionais por parte dos pesquisadores. Sao elas:

-

Tradugao do material para outros idiomas;
Certificado fisico ou digital;

Apresentagao do material em nossas redes sociais;
Editoragao especial;

Video do Material.

APRESENTACAO DOS TRABALHOS

. Os textos devem ser digitados em fonte Times New Roman ou Arial, corpo 12, espago 1,5 entrelinhas, folha tamanho A4

(210mm x 297mm), com margens esquerda e superior de 3 cm; direita e inferior de 2 cm.

. Os textos ndo devem apresentar espagos entre paragrafos, bem como, respeitar o espago de 1,5 cm no inicio de cada

paragrafo.

. As indicagdes com relagao a quantidade de palavras devem seguir o tipo de trabalho. Quaisquer necessidades de aumento

de palavras, ou formato do material deve ser avisada antes e o material encaminhado para apreciagao.

Titulo: com no maximo 12 palavras, o titulo do artigo deve ser claro e objetivo, podendo ser completado por subtitulo (se
houver), separado por dois pontos, em negrito, caixa alta e centralizado, no idioma do texto, sem abreviaturas.

Autor(es): os autores ndo deverao ser identificados em nenhuma parte do texto do artigo. Para garantir o anonimato e a
imparcialidade na avaliagdo dos textos, a identificagdo deve ser realizada somente na folha de rosto (sistema double blind
peer review). Além disso, cada autor deve comprovar sua participagdao no desenvolvimento do trabalho. Os trabalhos apenas
de revisdo nao devem ultrapassar 7 autores.

Resumo: o resumo de conteldo indicativo do texto devera ser apresentado no idioma do texto, ndao devendo ultrapassar 350
palavras, estruturado de forma sistematica, em paragrafo Unico, apresentando em seu contexto: objetivos, pergunta

problema, metodologia e principais resultados. Ndo é necessario o Resumo em outros idiomas.

. Palavras-chave: o resumo devera vir acompanhado de, no maximo, 5 palavras-chave no idioma do texto, expressdes que

representam o conteudo do texto, inseridas logo abaixo do resumo, separadas por ponto e virgula e finalizadas por ponto
final.

llustragoes: graficos, tabelas, desenhos, mapas etc. devem ser numerados e titulados tao perto quanto possivel do elemento
a que se refere, indicando sua fonte. Todas as tabelas e figuras que apresentem textos devem ser enviadas em portugués no

corpo do texto. Caso o (s) autor (es) optem pela tradugdo devem encaminhar as tabelas e figuras em inglés.

Numeragdo das segdes: as segdes do artigo deverdo estar estruturadas em introdugao, as segdes do desenvolvimento,
consideragdes finais e referéncias. Para a numeragao progressiva das segoes, o autor devera observar a NBR 6024:2003, da
Associagao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT).

. Citagoes: As citagoes devem vir no formato autor (data) quando no texto, ou (AUTOR, DATA), quando no final dos textos. As

citagdes diretas acima de 3 linhas devem vir em recuo de 5 cm, letra 11, espago simples e apontamento da pagina em que a

citagdo foi retirada, sem aspas.

88



1

pry

. As citagoes longas (mais de trés linhas) devem apresentar recuo de 5 cm da margem esquerda, com letra menor que a do
texto utilizado (fonte 11) e sem aspas.

12. As citagoes indiretas devem vir sem aspas. As citagdes de citagdes podem utilizar a expressa@o apud e a obra original a que
o autor consultado esta se referindo deve ser citada. Para outras informagdes acerca do uso de citagoes, o autor devera
consultar a ABNT (NBR 10520:2002). As citagbes indiretas nao devem ser iguais a ideia do autor original da fonte, caso
contrario, sera considerado plagio.

13. Referéncias: as referéncias consistem na indicagdo das fontes bibliograficas utilizadas pelo autor, expressamente
mencionadas no texto. Deverdo ser apresentadas observando-se rigorosamente a ordem alfabética. As referéncias
bibliograficas deverdo ser elaboradas conforme as disposi¢gdes da NBR 6023:2002, da Associagao Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT), somente com elementos essenciais. Pedimos que sejam colocados os nomes completos dos autores, sem

abreviagoes para facilitar a identificagdo da obra.

14. Titulo da obra em negrito (seguido de ponto); edigac (seguido de ponto); local (seguido por dois pontos); editora (seguido de
virgula); ano da publicagdo (seguido de ponto); se for o caso indicar o volume ou tomo e finalmente a pagina da fonte. Todas

as citagcdes devem ter a identificagdo completa no fim do material, no tépico intitulado “Referéncias”.

15. Modelo de referéncia bibliografica de livro: SOBRENOME DO AUTOR, Nome do autor. Titulo em negrito, edigao. Local:
editora, data da publicagdo, paginas, volume (nome, nimero de série), outros elementos que permitam identificar o
documento (opcionais).

16. Modelo de referéncia bibliografica de livro disponivel on-line: SOBRENOME DO AUTOR, Nome do autor. Titulo em
negrito, edigdo. Local: Editora, data da publicagdo, paginas, volume (nome, nimero de série), outros elementos que
permitam identificar o documento (opcionais). Disponivel em: (sitio). Acesso em: DD/MM/AAAA.

17. Modelo de referéncia bibliografica de artigo publicado em periédico: SOBRENOME DO AUTOR, Nome do autor. Titulo
do artigo. Titulo do periédico em negrito, Local da Publicagdo, numeragao correspondente ao volume e/ou ano, fasciculo ou

numero, paginacao inicial e final, data de publicagao.

18. Modelo de referéncia bibliografica de artigo publicado em periédico disponivel on-line: SOBRENOME DO AUTOR,
Nome do autor. Titulo do artigo. Titulo do periédico em negrito, Local da Publicagédo, numeragdo correspondente ao volume
e/ou ano, fasciculo ou nimero, paginagao inicial e final, data de publicagdo. Disponivel em: (sitio). Acesso em DD/MM/AAAA.

19. O texto deve usar negrito apenas para titulo, subtitulos e nome dos livros (nas referéncias), o restante deve ser apresentado
sem qualquer grifo, negrito ou italico. Em italico devem vir apenas palavras em outros idiomas.

INDEXAGAO NAS BASES DE BUSCA

A Revista Cientifica Multidisciplinar Nicleo do Conhecimento se compromete em apresentar os artigos cientificos de forma
compativel, para que os buscadores encontrem os artigos com facilidade, incluindo tags e adaptagdes necessérias de cada
plataforma.

Cada canal de indexagéo (GOOGLE ACADEMICO, CROSSREF, RESEARCHGATE, PUBLONS, DIMENSIONS, GOOGLE, SCILIT,
LATINDEX e outros que a Revista venha estar indexada na época da publicagéo) tem autonomia prépria podendo indexar ou ndo o
material cientifico publicado, sendo sujeito as regras internas de cada base de dados.

O prazo varia de cada plataforma e a Revista Cientifica Multidisciplinar Nicleo do Conhecimento ndo tem como garantir
uma data ou interferir.

POLITICA DE PRIVACIDADE

Os nomes e enderegos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para os servigos prestados por esta publicagao, nao
sendo disponibilizados para outras finalidades ou a terceiros.

+ ISSN (versao eletrénica): 2448-0959

« Licenga Creative Commons Este trabalho esta licenciado com uma Licenga Creative Commons — Atribui¢do 4.0 Internacional.

POLITICA DE PRIVACIDADE - LEI DA PROTEGAO DE DADOS PESSOAIS - LGPD

Todas as informagbes pessoais relativas a membros, assinantes, clientes ou visitantes que usem o Revista Cientifica
Multidisciplinar Nucleo do Conhecimento serdo tratadas em concordéancia com a Lei da Prote¢do de Dados Pessoais de 26 de
outubro de 1998 (Lei n.° 67/98).

Consulte mais detalhes em: https://www.nucleodoconhecimento.com.br/politica-de-privacidade
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E-BOOKS
Os livros académicos publicados pela Nucleo do Conhecimento ocorrem nos seguintes formatos:

« Integral — resultado de pesquisas individuais ou coletivas;
« Capitulo — através de chamadas publicas.

Todos os materiais devem ser inéditos e possuir relevancia cientifica. Diferentemente dos artigos cientificos que passam pelo
processo de avaliagdo de pares as cegas. Os livros cientificos ocorrem através de editoragao por bancas cientificas.

No entanto, todos os materiais enviados sdo submetidos a avaliacdo de plagio. A proposta da Nucleo do Conhecimento é que os E-
books sejam disponibilizados em HTML e PDF. Ocorrendo assim, a necessidade de taxa de APC.

Cada material sera avaliado separadamente, e o orgamento realizado de acordo com o processo de editoragao.

MANUAIS:

Os manuais técnicos sao produgdes realizadas como resultados de Instituigdes governamentais, do terceiro setor, estudos do
segundo setor. Além disso, desenvolvidos nos Programas de Pos-graduagéao Stricto Sensu. Desta forma, eles ja sdo aprovados
pelos respectivos responsaveis institucionais.

Desta forma, cabe a nossa plataforma a viabilidade de indexar tais materiais, sendo suas respectivas aprovagdes de
responsabilidade das instituicdes.

No entanto, caso o autor ndo esteja vinculado a nenhuma instituigdo, ou ainda, que ndo tenha um parecer técnico responsavel. O

procedimento de avaliagdo devera seguir os mesmos da revista.

Ataxa de APC deve ser orgada por e-mail ( contato@nucleodoconhecimento.com.br ) com a avaliagdo do material.

DEMAIS PRODUGOES TECNICAS E TECNOLOGICAS:

Nossa base tecnoldgica esta preparada para receber todas as demais produgdes técnicas ou tecnologicas que sao produzidas
pelos PPGS. Os materiais devem ser encaminhados por e-mail ( contato@nucleodoconhecimento.com.br ) para serem avaliados e,
apresentados a respectiva taxa de APC.

PRODUGOES ARTISTICAS

Nossa base tecnoldgica esta preparada para receber todas as demais produgdes artisticas que sdo produzidas pelos PPGS. Os
materiais devem ser encaminhados por e-mail ( contato@nucleodoconhecimento.com.br ) para serem avaliados e, apresentados a
respectiva taxa de APC.
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