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Poema: eu tenho fé e acredito na forca do professor.

“Um guerreiro sem espada, sem faca, foice ou
facdo, armado so de amor segurando um giz na
mdo. O livro é seu escudo que lhe protege de tudo
que possa lhe causar dor, por isso eu tenho dito, que
tenho fé e acredito na forca do professor. A luta por
igualdade, contra o racismo, contra o preconceito
burro, homofobia, machismo, a luta pelo respeito de
quem tem amor no peito, é a luta do educador por
um mundo mais bonito; tenho fé e acredito na for¢a
do professor. O professor que é um arquiteto de
sonhos, um engenheiro do futuro, um motorista da
vida dirigindo no escuro, um plantador de
esperanca, plantando em cada crian¢a um adulto
sonhador. Nesse mundo tdo cruel, somente a
educacgdo mata a fome da miséria, combate a
corrupg¢do e é possivel até que mude o sistema de
saude desse povo sofredor. Eu insisto, eu repito,
tenho fé e acredito na for¢a do professor. E tanta
solidariedade doando o seu saber, tirando da
propria mente para outra mente crescer, salvando e
guiando vidas por estradas tdo compridas com mais
espinhos que flor, em poesia eu recito, tenho fé e
acredito na for¢a do professor. Porém ndo sinta
vergonha, ndo se sinta derrotado, se o nosso pais
vai mal, vocé nao é culpado. Nas potencias
mundiais sdo sempre herois nacionais e por aqui
sem valor. Mesmo tristes, sdo eles quem constroem
a nossa na¢do. Ha se fizessem justi¢a, sem corpo
mole ou preguica, lhe dando o real valor, eu daria
um grande grito, tenho fé e acredito na for¢a do
professor. Na for¢a de quem é forte, mesmo sendo
enfraquecido por ndo ser valorizado, por ndo ser
reconhecido, por quem estar la no poder, assistindo
padecer sem ouvir nosso clamor. Ha se fosse
diferente, ha se até o presidente se curvasse ao
professor”.

Braulio Bessa.
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RESUMO

Introdugdo: a hipertensdo arterial sistémica (HAS), caracterizada pela sustentagdo de niveis
elevados de pressdo arterial, ¢ considerada o principal fator de risco para o desencadeamento
de desordens cardiovasculares (DCVs). Portanto, ¢ salutar a investigagdo de novas terapias,
principalmente ndo-medicamentosas, que possam auxiliar no tratamento da HAS e redu¢do dos
riscos cardiovasculares. Nesse contexto, o carvacrol, monoterpeno classificado como composto
majoritario no orégano, surge como uma op¢ao promissora para uso no tratamento de DCVs,
uma vez que ja sdo conhecidas suas propriedades anti-inflamatoria, antioxidante, anti-
hipertensiva e cardioprotetora. Outra terapia ndo medicamentosa bastante estudada para o
tratamento de DCVs, € o treinamento fisico aerdbio, que pode proporcionar efeitos modulares
sobre os parametros lipidicos, pressdo arterial e remodelamento cardiaco. Objetivo: investigar
se o treinamento fisico aerdbio potencializa a redugdo do risco cardiovascular em ratos
espontaneamente hipertensos tratados com 20 mg/kg/dia de carvacrol. Método: o delineamento
experimental foi composto por seis grupos, 1) grupo controle normotenso (Wistar), 2) controle
hipertensivo (SHR), 3) controle positivo tratado com anlodipina (Anl-20mg), 4) grupo tratado
com carvacrol (Carv-20mg), 5) tratado com exercicio (Exer) e 6) tratados com exercicios e
carvacrol (ExerCarv), que realizaram quatro semanas de tratamento e registro semanal de
frequéncia cardiaca, pressao arterial sistolica, diastolica e média. Antes e ao final do protocolo
de tratamento, os animais foram submetidos a realizagao de um teste de esforgo fisico maximo
em esteira ergométrica. Ao final do tratamento, foram realizados testes de reatividade vascular,
além de medidas bioquimicas de glicemia, uréia, creatinina, AST, ALT, triglicerideos,
colesterol total, HDL-C, LDL-C, VLDL-C, célculos de indices aterogénicos, peso relativo do
orgdo e analise histopatologica do tecido perivascular cardiaco. Resultados: os grupos tratados
ndo experimentaram toxidade renal e hepatica, uma vez que houve reducido dos niveis séricos
de ureia e AST. O programa de tratamento proposto reduziu desde a primeira semana os niveis
pressoricos dos animais hipertensos, sendo a hipertensdo controlada apds quatro semanas de
tratamento. O grupo ExerCarv experimentou maiores magnitudes de redu¢do da PA, quando
comparado aos demais grupos, inclusive do grupo tratado com anlodipina (ExerCarv: A PAS =
88,17 £ 10,0 mmHg; A PAD = 66,17 + 31,89 mmHg; A PAM = 73,5 + 20,0 mmHg). Ainda
podemos observar uma diminuicdo da reatividade vascular, com os grupos tratados
desenvolvendo menos tensdo vascular (Emax) ao serem expostos a concentragdes cumulativas
de noradrenalina e célcio. O grupo Carv-20mg demonstrou um efeito discreto sobre as varidveis
lipidicas, reduzindo apenas os niveis séricos de triglicerideos, LDL colesterol e indices
aterogénicos, enquanto os grupos treinados (Exer e ExerCarv) conseguiram modular todas as
variaveis lipidicas independente do uso de carvacrol. Também foi possivel observar uma
manutengdo do peso relativo do coragdo (g/100g) (Wistar: 0,42 + 0,03; SHR: 0,48 + 0,03; Anl-
20mg: 0,39 £+ 0,03; Carv-20mg: 0,41 £ 0,04; Exer: 0,42 = 0,02 ¢ ExerCarv: 0,41 + 0,03), bem
como de alteragdes a nivel de tecido cardiaco nos animais tratados, com os animais do grupo
SHR nido tratado, apresentando hipertrofia do tecido perivascular e cardiomidcitos mais
edemaciados. Conclusdo: quatro semanas de tratamento com carvacrol (via oral) ou
treinamento aerobio, de animais SHR ¢ eficiente para regularizacdo da PA, sendo que a
interagdo entre essas terapias proporciona uma maior magnitude de reducdo dos niveis
pressoricos. Concluimos ainda que o treinamento fisico aerébio modula as variaveis lipidicas
associadas ao risco cardiovascular, independente do uso de carvacrol. Por fim, o tratamento
com carvacrol e/ou treinamento aerdbio preserva o musculo cardiaco, prevenindo de hipertrofia
e desarranjos tissulares relacionados a lesdo desse 6rgao pela hipertensao.

Palavras-chave: Treinamento fisico aerobio, carvacrol, hipertensao, risco cardiovascular.
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ABSTRACT

Introduction: systemic arterial hypertension (SAH), characterized by the maintenance of high
blood pressure levels, is considered the main risk factor for the triggering of cardiovascular
disorders (CVDs). Therefore, it is salutary to investigate new therapies, especially non-
medications, that can assist in the treatment of SAH and reduce cardiovascular risks. In this
context, carvacrol, a monoterpene classified as a major compound in oregano, appears as a
promising option for use in the treatment of CVDs, since its anti-inflammatory, antioxidant,
antihypertensive and cardioprotective properties are already known. Another non-drug therapy
widely studied for the treatment of CVDs is aerobic physical training, which can provide
modular effects on lipid parameters, blood pressure and cardiac remodeling. Objective: to
investigate whether aerobic physical training enhances the reduction of cardiovascular risk in
spontaneously hypertensive rats treated with 20 mg/kg of carvacrol. Method: the experimental
design was composed of six groups, 1) normotensive control group (Wistar), 2) hypertensive
control (SHR), 3) positive control treated with amlodipine (Aml-20mg), 4) group treated with
carvacrol (Carv-20mg), 5) treated with exercise (Exer) and 6) treated with exercise and
carvacrol (ExerCarv), who underwent four weeks of treatment and weekly heart rate, systolic,
diastolic and mean blood pressure. Before and at the end of the treatment protocol, the animals
were submitted to a test of maximum physical effort on a treadmill. At the end of the treatment,
vascular reactivity tests were performed, in addition to biochemical measurements of blood
glucose, urea, creatinine, AST, ALT, triglycerides, total cholesterol, HDL-C, LDL-C, VLDL-
C, calculations of atherogenic indexes, weight organ relative and histopathological analysis of
cardiac perivascular tissue. Results: the treated groups did not experience renal and hepatic
toxicity, since there was a reduction in serum urea and AST levels. The proposed treatment
program reduced blood pressure levels of hypertensive animals from the first week, with
hypertension being controlled after four weeks of treatment. The ExerCarv group experienced
greater magnitudes of BP reduction when compared to the other groups, including the group
treated with amlodipine (ExerCarv: A SBP = 88.17 £ 10.0 mmHg; A DBP = 66.17 + 31.89
mmHg; A MAP = 73.5 £ 20.0 mmHg). We can still observe a decrease in vascular reactivity,
with the treated groups developing less vascular tension (Emax) when exposed to cumulative
concentrations of norepinephrine and calcium. The Carv-20mg group demonstrated a discreet
effect on lipid variables, reducing only serum levels of triglycerides, LDL cholesterol and
atherogenic indexes, while trained groups (Exer and ExerCarv) managed to modulate all lipid
variables regardless of the use of carvacrol. It was also possible to observe a maintenance of
the relative weight of the heart (g / 100g) (Wistar: 0.42 £ 0.03; SHR: 0.48 = 0.03; AmI-20mg:
0.39 + 0.03; Char -20mg: 0.41 + 0.04; Exer: 0.42 + 0.02 and ExerCarv: 0.41 + 0.03), as well as
changes in the level of cardiac tissue in the treated animals, with the animals in the group
Untreated SHR, with hypertrophy of perivascular tissue and more swollen cardiomyocytes.
Conclusion: four weeks of treatment with carvacrol (orally) or aerobic training, of SHR
animals is efficient for regularization of BP, and the interaction between these therapies
provides a greater magnitude of blood pressure reduction. We also concluded that aerobic
physical training modulates the lipid variables associated with cardiovascular risk, regardless
of the use of carvacrol. Finally, treatment with carvacrol and / or aerobic training preserves the
cardiac muscle, preventing hypertrophy and tissue disorders related to injury to this organ by
hypertension.

Keywords: Aerobic physical training, carvacrol, hypertension and cardiovascular risk.
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INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares (DCVs), sdo a principal causa de morbimortalidade
no mundo (WILLIAMNS et al. 2018). Contudo, nem sempre foi assim; do inicio do século XX
até a década de 70, as doencas infecciosas eram consideradas a principal causa de morte no
mundo, sendo ultrapassada a partir dos anos 80 pelas DCVs (PRATA, 1992; BRANT et al.,
2017).

Essa transi¢@o epidemioldgica acompanha a revolucdo industrial, que trouxe mais
comodidade para a execucdo de tarefas do cotidiano e do trabalho, como por exemplo o
surgimento de veiculos automotivos e melhor acesso a produtos alimenticios industrializados.
Esta comodidade pode estar associada a maior prevaléncia do comportamento sedentario, bem
como ao desenvolvimento de dislipidemia, diabetes e hipertensdo arterial sistémica (HAS)
(BRANT et al., 2017; LAVIE et al., 2019). Dentre estas, a HAS ¢ considerada o principal fator
de risco para as DCVs (LIMA et al., 2016).

A HAS, ¢ caracterizada pela sustentagdo de valores elevados de pressdo arterial
sistolica (PAS > 140 mmHg) e pressao arterial diastolica (PAD >90 mm Hg), estando associado
ao desenvolvimento de aterosclerose, infarto agudo do miocéardio, remodelamento cardiaco
(hipertrofia cardiaca com reducdo de volume sistdlico) e insuficiéncia cardiaca (WILLIAMS et
al., 2018). Assim, o tratamento da HAS esta correlacionado a uma reducdo do risco
cardiovascular, como observado em estudos envolvendo o uso de anti-hipertensivos (MAIDA
et al., 2016). Portanto, ¢ salutar a investigacdo de novas terapias que possam auxiliar neste
tratamento, principalmente as de carater ndo medicamentoso. Neste contexto, o carvacrol se
apresenta como uma op¢ao a ser estudada.

O carvacrol, ¢ um monoterpeno (C10H140) fenoélico, encontrado na maioria das
plantas aromaticas, classificado como composto majoritario dos 6leos essenciais de orégano e
tomilho (NHU-TRANG et al., 2006). Ao carvacrol ja foram atribuidas propriedades biologicas
que exercem acdo anti-inflamatoria (LIU et al., 2019), analgésica (WANG et al., 2019),
antioxidante (BELLES et al., 2019), anticancerigena (BARANAUSKAITE et al., 2017), etc.
Em relagdo aos seus efeitos sobre o sistema cardiovascular, sabe-se que ele atua através do
bloqueio dos canais de célcio voltagem dependente (Cays), promovendo vasorrelaxamento e

reducdo da pressdo arterial (PA) (AYDIN et al., 2007; DANTAS et al., 2015), bem como
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promove modulagdo lipidica (ARISTATILE et al., 2009; ABD EL AAL et al., 2017), e
cardioprote¢do (YU et al., 2013; CHEN et al., 2017).

Até o presente momento, a maioria dos estudos que se propuseram a investigar os
efeitos do carvacrol sobre o comportamento da pressdo arterial, utilizaram-se de delineamentos
envolvendo animais normotensos e, em alguns casos, induzindo hipertensdo por meio de L-
NAME (inibidor da enzima 6xido nitrico sintase) e angiotensina I, observando tanto efeito
hipotensor quanto anti-hipertensivo (AYDIN et al., 2007; DANTAS et al., 2015). Contudo,
esses modelos ndo conseguem mimetizar fielmente os aspectos fisiolégicos da hipertensdo
arterial sist€émica observada em humanos. O estudo de Barretos et al. (2020), € o unico que
utiliza um modelo de hipertensdo espontanea (ratos - SHR). Estes autores notaram redugdes
importantes na pressdo arterial apds 15 dias de tratamento por via oral, embora nao tenham
conseguido proporcionar uma regularizagdo dos parametros pressoricos.

Em nosso grupo, foi desenvolvido uma investigagdo do efeito anti-hipertensivo do
carvacrol, utilizando ratos espontaneamente hipertensos (SHR), administrando diferentes doses
de carvacrol por via oral (20 ¢ 40 mg/kg/dia). Demonstramos que a dose de 20 mg/kg/dia,
ofereceu melhor reducdo da PA, bem como melhores efeitos sobre a tensdo vascular,
regularizando a PA dos animais apds quatro semanas de tratamento (DIAS, 2020).

Outra terapia bastante utilizada como coadjuvante no tratamento da HAS, ¢é o
treinamento com exercicios fisicos, sendo a maioria dos estudos envolvendo exercicios de
predominancia aerobia (BOCALINI et al., 2017). Sabe-se que o exercicio aerobio reduz a PA
tanto de maneira aguda (hipotensdo pés-exercicio - HPE), quanto cronica, tendo efeitos mais
pronunciados em individuos hipertensos descompensados (BOCALINI et al., 2017). A
associagdo do treinamento aerdbio a anti-hipertensivos, potencializa a regularizagdo da PA e
diminui o risco cardiovascular (MAIDA et al., 2016). Entretanto, ndo existem estudos que
associaram o treinamento aerobio ao uso oral de carvacrol em modelos de hipertensao
espontanea.

A partir do que ja se sabe a respeito das propriedades biolodgicas do carvacrol e dos
efeitos do exercicio fisico sobre as variaveis cardiovasculares e metabolicas, esperamos que
quatro semanas de treinamento fisico aerobio potencialize a redu¢do dos niveis pressoricos e
niveis séricos de colesterol, triglicerideos, LDL-C e VLDL-C, bem como promova prevengao

da hipertrofia cardiaca presente em modelos de hipertensao nao tratada.
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Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do treinamento fisico aerdbio
sobre a redugdo do risco cardiovascular em ratos espontaneamente hipertensos tratados com 20
mg/kg de carvacrol. Para tanto, visando uma apresenta¢do mais didatica e coesa do problema
de estudo desta tese, optamos por organizar sua estrutura na forma de apresentacao de artigos,
estando-a dividida em trés capitulos.

No capitulo I, descrevemos em uma ampla revisao de literatura (referencial tedrico),
questdes que envolvem a epidemiologia da hipertensdo arterial € os mecanismos regulatérios
da pressdo arterial; abordamos as caracteristicas fitoquimicas, manejo, cultivo, principais
componentes ativos e propriedades bioldgicas do carvacrol. Ainda evidenciamos as
caracteristicas de um treinamento aerobio e seus efeitos agudos e cronicos sobre o sistema
cardiovascular.

Em seguida buscamos discutir em uma revisdo sistematica (artigo de revisdo -
capitulo II), os principais mecanismos de a¢cdo do carvacrol para o tratamento de desordens
cardiovasculares, chamando a ateng@o para as concentragdes de carvacrol utilizada nos estudos
revisados, vias de administragdo ¢ delineamentos experimentais utilizados.

Por fim, no capitulo III, apresentamos os resultados da nossa pesquisa na forma de um artigo
original, que teve como principal achado a maximizacdo de reducdo da pressdo arterial nos
animais hipertensos tratados com exercicio fisico aerobio e 20 mg/kg de carvacrol administrado

por via oral.
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REFERENCIAL TEORICO
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REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sistema cardiovascular

A revolucdo cientifica do século XVI foi um importante marco para o
desenvolvimento do conhecimento sobre o sistema cardiovascular, o qual inicialmente foi
elucidado a maneira como o sangue circula e qual a participag¢do da press@o sanguinea para este
fim (KRIEGER et al. 2013). O sistema cardiovascular, compreendido principalmente por vasos
sanguineos e coragdo, tem como principal objetivo garantir a demanda metabolica tecidual,
tanto em repouso quanto em condigdes de estresse, como ocorre durante a pratica de um
exercicio fisico (HALL, 2011). Para tanto, é necessario controlar a distribuicdo do débito
cardiaco (DC), que ocorre através de adaptagdes agudas e cronicas de fatores intrinsecos
vasculares, neurais ¢ hormonais (SILVERTHORN, 2010). Sendo assim, o sistema
cardiovascular ¢ sensivel a alteragdes pressoricas sanguineas, o que em alguns casos podem
estar associadas ao aumento da resisténcia vascular periférica (RVP) ou até mesmo uma
hiperatividade do sistema nervoso simpatico (SILVERTHORN, 2010).

As constantes flutuagdes na pressdo arterial (PA), podem ser consideradas normais,
desde que as alteragdes abruptas, como ocorre no pico hipertensivo e na hipotensdo, sejam
rapidamente restabelecidas. Em caso de elevagdo sustentada da PA, o sistema cardiovascular
pode sofrer sérios prejuizos no que diz respeito a sua homeostase (WILLIAMS et al., 2018). A
hipertensao arterial sistémica (HAS) ¢ caracterizada pela elevacao sustentada da PA (> 140/90
mmHg), e esta associada ao desenvolvimento de remodelamento cardiaco e arterial, levando a
insuficiéncia cardiaca e reducdo da complacéncia arterial (HOLLENBERG et al., 2016;
MALACHIAS; PLAVNIK; et al., 2016; WILLIAMS et al., 2018).

Portanto, no decorrer deste capitulo sera discutido o conceito de HAS, levando em
consideragdo as principais diretrizes mundiais, bem como a questio epidemiologica ¢ aumento
do risco cardiovascular. Sera abordado também a fisiopatologia da HAS e seu manejo frente a
terapias nao medicamentosas como o uso do carvacrol e treinamento fisico aerdbio.

2.2 Hipertensiao arterial sistémica
2.2.1 Classificacio e abordagem epidemiolégica

A HAS ¢ considerada uma doenga cronica nao transmissivel de carater multifatorial

e poligénico, tendo como principais fatores de risco o aumento da idade, sexo, hereditariedade,

raca, tabagismo, etilismo, alimentacao e sedentarismo (WILLIAMS et al., 2018). Em relacao a
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sua classificagdo, as atuais diretrizes de hipertensao, europeia e norte-americana, diferem em
alguns pontos da diretriz brasileira, contudo todas elas concordam que valores sustentadamente
elevados de pressdo arterial sistolica (PAS) e de pressdo arterial diastolica (PAD), podem levar
a prejuizos irreversiveis a tecidos de 6rgaos alvos como, miocardio, tecido vascular, cerebral e
renal. Estas condi¢cdes, na maioria das vezes, sdo assintomaticas em seu estdgio inicial
(MALACHIAS; PLAVNIK; et al., 2016; CAREY; WHELTON, 2018; WILLIAMS et al.,
2018). As Tabelas 1, 2 e 3 abaixo, apresentam as classificagdes de hipertensao arterial (HA) de
acordo com as diretrizes brasileira, europeia e norte-americana, respectivamente.

Tabela 1: Classificagdo da pressdo arterial de acordo com a VIII Diretriz brasileira de
hipertensao

Classificacao PAS (mm Hg) PAD (mm Hg)
Normal <120 <80
Pré-hipertensdo 121 - 139 81 -89
Hipertensao estagio 1 140 - 159 90 -99
Hipertensao estagio 2 160 - 169 100 -109
Hipertensao estagio 3 > 180 >110
Hipertensao sistolica isolada > 140 <90

Tabela adaptada da VIII diretriz brasileira de hipertensdo (BARROSO et al., 2020).

Tabela 2: Classificacdo da pressdo arterial de acordo com a Diretriz europeia de hipertensio

Classificacio PAS (mm Hg) PAD (mm Hg)
Otima? <120 e <80
Normal 120 - 129 e/ou 80— 84
Normal elevada? 130 - 139 e/ou 85-289
Hipertensdo estagio 12 140 — 159 e/ou 90 - 99
Hipertensao estagio 22 160 —179 e/ou 100 - 109
Hipertensao estagio 32 > 180 e/ou >110
Hipertensdo sistolica isolada® > 140 e <90

Tabela adaptada da diretriz de hipertensao europeia (WILLIAMS et al., 2018); a, classificacdo
de pressao arterial definida de acordo com a medida clinica realizada com o paciente sentado;
b, a hipertensao arterial sistolica isolada ¢ graduada em 1, 2 ou 3, de acordo com os valores de
pressdo arterial sistolica nas variagdes indicadas.
Tabela 3: Classificagdo da pressdo arterial de acordo com o Colégio americano de
cardiologia *

Classificacao PAS (mm Hg) PAD (mm Hg)
Normal <120 <80
Elevada 120 - 129 <80
Hipertensao estagio 1 130-139 80 - 89
Hipertensdo estagio 2 > 140 >90

Tabela adaptada da diretriz de hipertensao do colégio americano de cardiologia (WHELTON
etal., 2018); *, baseado em média de duas ou mais medidas em duas ou mais ocasides.
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A classifica¢do dos primeiros estagios de hipertensao parece ser o principal ponto
de divergéncia entre as diretrizes supracitadas. A diretriz europeia entende como normais 0s
valores de PAS entre 120 mmHg e 129 mmHg, enquanto a brasileira e norte-americana
qualificam esses valores como pré-hipertensdo e pressao elevada, consecutivamente
(WHELTON et al., 2018; WILLIAMS et al., 2018; BARROSO et al., 2020). As modifica¢des
dos critérios de classificagdo da hipertensdo impactam diretamente na estimativa do risco
cardiovascular, que pode levar a modificagdes na terapia e manejo com o paciente; por exemplo,
a decis@o de quando iniciar o tratamento farmacoldgico ndo se baseia apenas nos valores de
pressdo arterial, mas sim no calculo do risco cardiovascular pelo escore global de Framingham,

chamado “ASCYV risk calculator” (BARROSO et al., 2020).

Nesse contexto, ao considerar a pressdo arterial 129/85 mmHg como normal, a
diretriz europeia acaba postergando o inicio do tratamento farmacologico, mas, eles enfatizam
que para esse estadiamento de pressdo arterial, a primeira intervengdo deve ser pautada em uma
modificagdo do habito de vida, como assumir uma dieta saudavel, mantendo-se fisicamente
ativo, buscando por uma melhor qualidade de sono, etc. (WILLIAMS et al., 2018). Entretanto,
tanto a diretriz brasileira quanto a norte-americana, propunham intervengdes farmacoldgicas
mais precoces, visando uma redu¢do das desordens cardiovasculares impostas pela hipertensao

(WHELTON et al., 2018; BARROSO et al., 2020).

Em 2015 foi registrado em todo o mundo cerca de 1,13 bilhdes de pessoas
diagnosticadas com hipertensao, apontando para uma prevaléncia global de 30 - 45%, sendo os
homens mais prevalentes do que as mulheres, 24 ¢ 20% respectivamente (LI et al., 2016;
LEHTIMAKI et al., 2018). A alta prevaléncia da HAS é consistente em todo mundo, e no que
diz respeito aos fatores de riscos supracitados, temos maior prevaléncia dessa enfermidade em
individuos acima de 60 anos de idade, acometendo cerca de 60% dessa populacao (WILLIAMS
et al., 2018). O envelhecimento populacional somado, principalmente, a péssimos habitos
alimentares e inatividade fisica, favorece ao aumento do nimero de pessoas acometidas por
HAS, sendo estimado até 2025 um aumento de 15 - 20%, chegando a cerca de 1,5 bilhdes de
pessoas diagnosticadas (MILLS et al., 2016).

No Brasil, ¢ possivel notar uma tendéncia a reducdo da prevaléncia de HAS. Em
uma metandlise realizada a partir da revisdo de 40 estudos transversais e de coorte, puderam

notar uma redugdo de 5,1% nos diagndsticos de hipertensdo nas ltimas trés décadas, chegando
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a 31% de prevaléncia nos ultimos 10 anos (PICON et al., 2017). Dados da Vigilancia de Fatores
de Risco e Protecdo para Doengas Cronicas por Inquérito Telefonico (VIGITEL),
demonstraram que cerca de 22 a 25% da populacdo brasileira se autodeclararam hipertensos.
Os resultados mais atuais deste mesmo inquérito apontam manutencao desse quadro, fixando a
prevaléncia em 24,7% (VIGITEL, 2014; 2018).

A estabilizagdo na prevaléncia da HAS no Brasil pode estar ligada ao aumento de
facilitadores para adesdo em programas de atividade fisica na atengdo basica a satide, como
relatado no estudo de Silva ef al. (2020), Eles realizaram um estudo transversal no estado de
Pernambuco - Brasil, demonstrando que 90,1% dos residentes de 4reas urbanas praticavam
atividade fisica a pelo menos um ano, e isso ocorreu devido, principalmente, a uma maior
conscientizacao e preocupagao da populagcdo com os aspectos voltados a saude.

Embora, apesar de haver uma estabilizacdo no aumento da prevaléncia da HAS, ¢
preciso trabalhar para que esses nimeros diminuam, uma vez que a HAS ¢ considerada a
principal causa de morbimortalidade por doengas cardiovasculares (DCVs), mantendo uma
associacdo independente com eventos de infarto agudo do miocardio (IAM), acidente vascular
encefalico (AVE), insuficiéncia cardiaca (IC), doenca arterial periférica (DAP) e doenca renal

cronica (DRC) (MALACHIAS; PLAVNIK; et al., 2016).

2.2.2 Fisiopatologia da hipertensio arterial sistémica

A PA pose ser definida como a pressdo exercida pelo sangue na parede das artérias
durante as fases de contragdo (sistole) e relaxamento cardiaco (diastole), pressdo arterial
sistélica (PAS) e diastolica (PAD), respectivamente, sofrendo modificagdes constantes a
medida em que h4 alteragdes no DC e RVP (SILVERTHORN, 2010; HALL, 2011). O aumento
da descarga adrenérgica através da estimulagdo simpatica, acarreta aumento do cronotropismo
¢ inotropismo positivo cardiaco, culminando em aumento do DC e por consequéncia a PAS,
principalmente. Enquanto a vasoconstric¢do ocasionada tanto por fatores neurais, hormonais e
fatores intrinsecos a musculatura lisa vascular, elevam a RVP e principalmente a PAD.
Portanto, a manutencdo dos niveis pressoricos elevados € ocasionada por disfungdes nos
mecanismos reguladores do DC e da RVP de maneira isolada ou associada (SILVERTHORN,
2010).
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v' Mecanismos de controle vascular da pressio arterial.

Os vasos sanguineos possuem capacidades de autoajuste do seu didmetro,
promovendo alteragdes no fluxo sanguineo e PA. Estas modificagdes estdo ligadas a capacidade
contratil da musculatura lisa vascular, tendo o endotélio um importante papel neste controle. O
mesmo tem a capacidade de controlar o tonus da musculatura lisa vascular através da produgao
de mediadores que podem promover vasodilatacdo ou vasoconstriccdo (CARVALHO et al.,
2001). O oxido nitrico € considerado o principal fator vasorrelaxante derivado do endotélio,
seguido do fator hiperpolarizante e da prostaciclina, enquanto a prostaglandina H2 (PGH2),
tromboxana A2, endotelina - 1 (ET-1) e espécies reativas de oxigénios, sdo os principais fatores
de contragao derivados do endotélio. Em condigoes fisioldgicas, existe um equilibrio para a
produgdo dos fatores vasorrelaxantes e vasoconstrictores derivados do endotélio, sendo que os
fatores vasorrelaxantes sdo predominantes. Contudo, o aumento demasiado dos fatores
vasoconstrictores estd associado a disfun¢do endotelial e aumento da PA (CARVALHO et al.,
2001; PEREIRA, 2019).

Os ajustes vasculares as alteragcdes no fluxo sanguineo também sdo sensiveis as
modulagdes na demanda do sistema energético celular, tendo no aumento do metabolismo e/ou
insuficiente aporte de oxigénio, um aumento concomitante de metabodlitos vasoativos como
adenosina monofosfato (AMP), di6xido de carbono (CO») e ions de hidrogénio (H"), os quais
promovem vasodilatacdo a fim de aumentar o fluxo sanguineo tecidual (GUYTON, 2017). Este
mecanismo de contracdo e relaxamento da musculatura lisa, perpassa pelos mesmos
mecanismos de contragdo do musculo estriado esquelético, que depende das concentragdes de
calcio citosolico (SILVERTHORN, 2017).

As principais proteinas responsaveis pela contracdo muscular sdo os filamentos
grossos de miosina e filamentos finos constituidos por actina, troponina e tropomiosina. E
importante ressaltar também a importancia da calmodolina, proteina carreadora de calcio no
citosol, para a contracdo muscular, sendo o complexo célcio-calmodolina um estimulante da
hidrolise de ATP na cabega da miosina, liberando energia necessaria para a contragdo muscular
(WAIB; BURINI, 1991; OIGMAN; FRITSCH, 1998). A quantidade de calcio no citosol
depende diretamente de mecanismos reguladores da entrada de célcio (influxo) e retirada de
calcio (efluxo) da célula, e estes mecanismos estdo relacionados a permeabilidade da membrana
ao calcio, através da ativagdo e inibicdo dos canais de calcio voltagem-dependentes (Cay),

receptor-dependentes (ROCs) e operados por estoque (SOCs); os Cavs se subdividem em canais



22

dotipo L, N, P, Q,R e T, sendo que no musculo liso apenas os do tipo L (Ca,L) sdo considerados
como principais para o influxo de calcio (MARUHASHI et al., 2019). Os CavL sdo sensiveis
ao bloqueio pelas diidropiridinas, também chamadas “antagonistas dos canais de calcio”, que
promovem vasodilatagdo ao inibirem a entrada de calcio para célula (figura 1) (MARUHASHI

etal., 2019).
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Fonte: Kester et al. (2008); Ca**, Calcio; CaM, calmodulina; MLKC, quinase da cadeia leve
de miosina; IP3, Inositol fosfato - 3.

Figura 1: Mecanismo de contragdo vascular e sua inibicao por bloqueadores de canais de célcio
voltagem-dependentes.

Os mecanismos de influxo e efluxo de célcio estao sob o controle do potencial de
acdo da membrana citoplasmatica e de substancias vasoativas (principalmente
neurotransmissores ¢ hormonios) capazes de regular o funcionamento dos canais de célcio
(MOURA, 2016). A bomba de calcio, bem como a troca Na" - Ca** (3Na" para cada Ca*") sio
os principais mecanismos de influxo e efluxo de célcio, os quais sdo estimulados através das
concentragdes idnicas, que dependem do funcionamento dos canais de potassio (K*) e da bomba
Na" -K* -ATPase. A manuten¢io da tensdo vascular aumentada parece estar relacionada a uma
diminui¢do na condutincia ao K*, levando a despolariza¢do da célula e abertura dos Ca,l,
levando por consequéncia ao aumento da PA. Entretanto, ¢ importante observar que existem
outros fatores que podem modificar a RVP, os quais sdo dependentes de estimulos nervosos e

hormonais, como por exemplo a modulagdo simpatica nos vasos sanguineos e a sensibilidade
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desses vasos a se contrairem frente a aumentos nas concentragdes séricas de angiotensina Il e

vasopressina (MOURA, 2016; MARUHASHI et al., 2019).

v' Mecanismo neural de controle da pressio arterial: énfase no controle autonémico
barorreflexo.

As flutuagdes na pressao arterial ocorrem a cada ciclo cardiaco, e o sistema nervoso
autonomo (SNA) ¢é responsavel pelo monitoramento e ajustes imediatos dessas oscilagdes
hemodindmicas (KRIEGER, 2013). O SNA ¢ composto por projecdes neurais aferentes,
eferentes e centro integrador. O centro integrador fica localizado no bulbo, o qual recebe
informagdes a respeito do nivel pressérico através de via neurais sensoriais aferentes
(quimiorreceptores e barorreceptores) e as processa, elaborando uma resposta efetora que ira
culminar em modificagdes sistémicas com o propdsito de controlar as alteragdes percebidas nos
niveis pressoricos (SILVERTHORN, 2017).

A resposta efetora do SNA ocorre através de modulagdes das projecdes simpaticas
e parassimpaticas desse sistema. O aumento da atividade simpatica estd associado a maior
liberagdo de noradrenalina para o coragao e vasos sanguineos, o que leva aumento na frequéncia
cardiaca, vasoconstric¢@o e elevacdo da PA, enquanto que as projecdes parassimpaticas estdo
voltadas principalmente para o coragdo, liberando acetilcolina, que ao interagirem com os
receptores muscarinicos promoverdo redu¢do da frequéncia cardiaca e por consequéncia
reduzira o débito cardiaco e a PA (GUYTON, 2017; SILVERTHORN, 2017).

Os Dbarorreceptores, também conhecidos como mecanorreceptores, estdo
localizados na parede dos seios carotideos e no arco aodrtico. O aumento da pressdo sobre a
parede desses vasos promove um aumento na deforma¢do na membrana das terminagdes
nervosas dos barorreceptores, que projeta essa informagao ao centro de controle cardiovascular
no bulbo (figura 2). As vias aferentes advindas dos barorreceptores se projetam para o nucleo
do trato solitario (NTS), inibindo as vias neurais simpaticas, ocasionando uma interrup¢ao na
liberagdo de noradrenalina. Esta resposta reflexa é capaz de diminuir tanto o débito cardiaco
quanto a resisténcia vascular periférica, diminuindo assim a PA (SILVERTHORN, 2017). A
diminuicdo da sensibilidade barorreflexa leva a hiperatividade simpatica e ao aumento

sustentado dos niveis pressoricos (KRIEGER, 2013). Esta hiperatividade simpatica estimula a
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produgdo de renina pelos rins, enzima chave no controle da pressao arterial via sistema renina

angiotensina aldoesterona (GIESTAS et al., 2010).
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Fonte: adaptado de Silverthorn, (2017); PA, pressdo arterial; NA, noradrenalina; ACh,
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Figura 2: Mecanismo barorreflexo de controle da pressao arterial.

v" Mecanismo hormonal e natriurético de controle da pressio arterial: énfase no
sistema renina angiotensina aldoesterona

O sistema renina angiotensina aldoesterona (SRAA), é uma cascata de reagdes
hormonais, responsavel por controlar as alteracdes hidroeletroliticas. Os principais elementos
do SRAA sao: renina, angiotensinogénio, angiotensina I, enzima conversora de angiotensina
(ECA) e angiotensina II (Ang IT) (CALZERRA et al., 2018; TOUYZ; MONTEZANO, 2018).
A renina ¢ uma enzima sintetizada pelos rins em resposta a restricdo de sodio,
hiperatividade simpatica, hipotensdo arterial e hipoperfusdo renal (ex. desidratagdo,
hemorragia, diarreia). O aumento de citocinas pro-inflamatdrias, glicocorticoides e estrogénios,
estimulam a sintese de angiotensinogénio pelo figado, o qual serve de substrato para renina. A
renina cliva a por¢do N-terminal do angiotensinogénio para formar o decapeptideo inativo,
angiotensina I. A ECA ¢ proveniente, principalmente do endotélio capilar dos pulmdes, e ¢

responsavel por converter cerca de 60% da angiotensina I em angiotensina II, um octapeptideo
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(1-8) biologicamente ativo, sendo o restante de angiotensina II sintetizada a partir da agdo de
outras enzimas (quinase, catepsina G e outras proteases serinas) (GIESTAS et al., 2010).

A angiotensina II promove efeito vasoconstritor, que se deve a sua liga¢do a
receptores de angiotensina do tipo 1 (ATiR). Os ATiR medeiam a maioria dos efeitos
fisiologicos e patologicos atribuidos a angiotensina II, levando a vasoconstri¢do, inflamacdo,
stress oxidativo, transcri¢cdo de fatores de crescimento responsaveis pela proliferagao celular, e
efeitos cardiovasculares (aterogenicidade, inotropismo cardiaco positivo, hipertrofia
ventricular ¢ aumento de arritmias) (GIESTAS et al., 2010; SILVA, 2016; TOUYZ;
MONTEZANO, 2018). Contudo, existe um heptapeptideo, a angiotensina (1-7) (Ang (1-7)),
sintetizada pela ECA 2, com agdes antagonicas a Ang II. A Ang (1-7) atua em receptores
especificos (receptor Mas), exercendo fungdo vaso-protetiva, cardioprotetora e anti-
inflamatoria, podendo diminuir a PA e os riscos para doengas cardiovasculares (TOUYZ;
MONTEZANO, 2018). A Figura 3 abaixo, apresenta um resumo da agdo da Ang Il ¢ Ang (1-
7).
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Fonte: Touz & Monteiro (2018); ECA, enzima conversora de angiotensina; Ang II, angiotensina II;
Ang (1-7), Angiotensina (1-7); ATiR, receptor 1 de angiotensina II; AT1R, receptor 2 de angiotensina
1I; Mas, receptor de angiotensina (1-7).

Figura 3: Representacdo da acao de angiotensina II e angiotensina (1-7).
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A Ang II circulante regula a pressao arterial por duas maneiras, 1) realizando
vasoconstricao das arteriolas e veias, 2) estimulando a reten¢do de liquido e sodio pelos rins.
Sua atuacdo sobre a retencdo hidrica e so6dio ocorre por ag¢do direta nas arteriolas renais,
promovendo constricdo das mesmas, o que diminui o fluxo sanguineo para os rins, €
consecutivamente reduz a pressdo nos capilares peritubulares, provocando a rapida reabsor¢ao
de 4gua e sodio pelos tubulos renais (GIESTAS et al., 2010; OPARIL et al., 2018; TOUYZ;
MONTEZANO, 2018). A Ang Il também ¢ um potente estimulante da liberagdo de
aldoesterona pelas glandulas adrenais. A aldoesterona promove absor¢do acentuada de dgua e
sodio pelos tiibulos renais, o que a longo prazo eleva a PA (OPARIL et al., 2018).

A hiperatividade do SRAA compde uma das vias da fisiopatologia da hipertensao
arterial sistémica e de outros fatores de risco cardiovascular, como aterosclerose, disfuncao
endotelial, hipertrofia ventricular, podendo culminar em insuficiéncia cardiaca. Os mecanismos
contrarreguladores desse sistema, parecem estar ligados a interagdo Ang (1-7) - Mas, bem como
a mecanismos inibitérios da ECA ¢ AT R (GIESTAS et al., 2010; OPARIL et al., 2018).

Como mencionado anteriormente, 0 SRAA ¢ responsavel também por promover
modifica¢des hidroeletroliticas, relacionadas diretamente ao controle homeostatico da
osmolaridade plasmatica de sodio. Esta propriedade natriurética do SRAA juntamente a sintese
dos peptideos natriuréticos atrial (ANP) e ventricular (BNP) pelo coragdo, compdem o
mecanismo de controle hidroeletrolitico, capaz de modificar o volume plasmatico por meio do
aumento da excrecdo de sddio pelos rins (MARIN-GREZ et al., 1986; YOSHIBAYASHI et al.,
1996)

O mecanismo de controle a longo prazo da PA, tem relagdo direta com a capacidade
dos rins em eliminar sodio o suficiente para manter um volume plasmatico favoravel aos niveis
normais de PA. Isso ocorre porque o aumento do volume plasmatico esta associado a
concentragdes aumentadas de sddio no plasma, o que eleva os niveis de PA. Este volume
plasmatico aumentado também promove aumento da pré - carga no atrio direito e ventriculo
direito, induzindo a sintese de ANP e BNP (SARZANI et al., 2008).

Tanto o ANP quanto o BNP estdo envolvidos diretamente no controle da PA.
Ambos promovem acdes sobre 0 SRAA, apresentando ag¢des antagdnicas a Ang II sobre o tonus
vascular; inibem a secre¢do de renina e aldoesterona, bem como a reabsorcao de sodio no tibulo
renal. Ainda nos rins, o ANP estimula a secre¢do de sodio, aumentando a taxa de filtracao

glomerular, reabsor¢ao de agua e sodio no tubulo proximal (CLERICO et al., 2006; SARZANI
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et al., 2008). A nivel central, no hipotalamo, o ANP suprime o apetite por sal e a libera¢ao do
hormoénio antidiurético pela neuro-hipofise (SAMSON et al., 1987).
2.3 Modelo de hipertensao em experimentos com animais: foco no modelo de
hipertensao espontinea (SHR)

A busca por um modelo de hipertensdo em animais que melhor mimetize a
hipertensao essencial no ser humano, ¢ um passo importante para a melhor compreensao da
fisiopatologia, bem como do desenvolvimento de terapias que auxiliem no controle nos niveis
elevados de pressao arterial. A descoberta de Hering em 1927 de que a desnervagao sino-aortica
aguda, em animais de experimentagdo, levava ao aumento da PA, proporcionou o surgimento
e a defesa da hipotese de que a disfungdo barorreflexa pudesse ser a causa da hipertensao
essencial no homem (HERING, 1927). A partir desse trabalho, diversos pesquisadores no

mundo comegaram a propor outros modelos para estudar hipertensdo em animais.

Dois aspectos merecem destaque nos modelos de hipertensdo com experimentacio
animal, 1) modelos que levam em consideragdo a fisiopatogenia, elencando os mecanismos
responsaveis pela elevacdo da PA; 2) modelos de hipertensdo que ndo se preocupam com 0s
mecanismos por tras da elevagao da PA. Estes ultimos parecem serem mais aceitos para estudos
que envolvam reacdes adversas ou adaptativas ao estado hipertensivo, buscando elucidar
principalmente as consequéncias da hipertensdo, como por exemplo as lesdes de 6rgaos alvos

e disfungoes vasculares (FAZAN JR et al., 2001).

Alguns modelos de hipertensdo em animais, foram desenvolvidos a partir de uma
intervengdo que causasse o mal funcionamento ou prejuizo total de um mecanismo de controle
da PA. Assim, surge os modelos neurogénicos e renovasculares que irdo promover hipertensao
por prejudicar a resposta aferente de barorreceptores, levando a hiperatividade simpatica, e
reduzir drasticamente o fluxo sanguineo para os rins (GOLDBLATT et al., 1934; LUPU et al.,
1972). Tanto o modelo neurogénico quanto o modelo renovascular, proporcionaram o
desenvolvimento de estudos que ajudaram a elucidar a importancia dessas vias para o controle
da PA, bem como a buscarem terapias direcionadas a esses mecanismos que auxiliem no
controle da hipertensdo. Contudo, esses modelos ndo sdo capazes de mimetizar a hipertensao
primaria em humanos, uma vez que em humanos a causa da hipertensdo é multifatorial, nao

dependendo da disfun¢do de apenas um mecanismo de controle (FAZAN JR et al., 2001).
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Nesse contexto, surge um modelo de hipertensao genética em ratos desenvolvido
por Okamoto e Aoki em 1963, conhecido como hipertensdo espontanea (SHR). Esta cepa
configura um dos modelos mais estudados na literatura pertinente, devido principalmente a
similaridade da sua fisiopatogenia com a hipertensdo essencial em humanos, embora a
hipertensdo em humanos ndo seja causada exclusivamente por fatores genéticos (OKAMOTO;
AOKI, 1963). O modelo de hipertensdao espontanea possibilita estudar diversas terapias com
alvo tanto na regularizagdo dos mecanismos de controle da PA, quanto nos 6rgios alvos
afetados nesse modelo. A hipertrofia cardiaca patogénica induzida pela hipertensdo ¢ uma

caracteristica encontrada nos SHR, por exemplo (THOMAS et al., 1997).

Dessa forma, os animais espontaneamente hipertensos, comegam a desenvolver
hipertensdo a partir da quinta semana de vida, j& apresentando valores pressoricos que
caracterizam a hipertensao entre a 7* e 15* semanas, com niveis pressoricos altos estabilizados
entre a 20* e 28" semanas (YAMORI, 2013). Neste modelo ¢ possivel observar aumento da
resisténcia vascular periférica, hiperatividade simpatica, hiperatividade do SRAA, bem como
desbalango de fatores natriuréticos, gerando lesdo em Orgdos alvos e disfungdo vascular, o que
torna este modelo uma das principais escolhas para estudo da hipertensdo (FAZAN JR et al.,
2001)

2.4 Carvacrol: abordagem quimica

A cerca de 3500 anos, os dleos essenciais sao explorados, tendo suas propriedades
aplicadas principalmente na industria de cosmético e alimenticia (DE MATOS et al., 2019).
Em geral, os 6leos essenciais sdo constituidos por terpenos e seus derivados, e estes sdo
derivados do metabolismo secundario de diversos organismos, principalmente os vegetais, em
que eles sdo responsaveis pela producdo do sabor e aroma de uma planta (CORREIA et al.,
2008).

Quimicamente, os terpenos podem ser definidos como alcenos naturais, ou seja,
constituidos por uma ligacdo dupla carbono-carbono, sendo o isopreno a menor unidade dos
terpenos, constituido pela ligacdo de cinco carbonos (FELIPE; BICAS, 2017). Todos os outros
terpenos conhecidos sdo oriundos da juncdo de cadeias de isopreno, em que a combinacdo de
dois isoprenos dard origem aos monoterpenos (FELIPE; BICAS, 2017), conforme apresentado

na Tabela 4 abaixo:
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Tabela 4: Classificagdo dos terpenos baseada na quantidade de unidades de isopreno

Classificacio F""c" de  Quant. Exemplo
isopreno  carbonos
Isopreno (mondmero empregado na fabricagdo de
Hemiterpenos 01 05 borrgcha), prenol (odor frutad/o. e ut.lhzad(,) na
fabricagdo de perfumes) e dacido isovalérico
(aroma caracteristico de “queijo velho/chulé”).
Limoneno (aroma caracteristico de fruta citrica) e
Monoterpenos 02 10 . . .
a-terpineol (aroma caracteristico floral/pinho).
Farneseno (“diesel da cana’), nootkatona (aroma
Sesquiterpenos 03 15 caracteristico de toranja) e bisabolol (esséncia de
camomila).
Esteviosideo (producdo de adogante natural a
Diterpenos 04 20 base de stevia) e sclareol (proveniente da sélvia -
Salvia sclarea)
Triterpenos 06 30 Esquelleno (encontrado no o6leo de figado de
tubarao)
Carotenoides como o P-caroteno (pigmento da
Tetraterpenos 08 40 cenoura) € a zeaxantina (pigmento predominante
em vegetais amarelos).
Politerpenos > 08 > 40 Latex (borracha natural)

Fonte: Adaptado de Felipe e Bicas, (2017).

O carvacrol (5-isopropil-2-metil-fenol) € um monoterpeno de peso molecular

150,21 g/mol; encontrado em diversas plantas aromaticas, sendo o principal componente dos

6leos essenciais de orégano e tomilho. O género Thymus (tomilho), uma planta aromética e

medicinal, inclui numerosas espécies com caracteristicas botanicas diferentes ¢ uma ampla

heterogeneidade quimica. A denominagao “orégano” ¢ atribuida a um vasto numero de espécies

em mais de uma duzia de géneros em diferentes familias (NHU-TRANG et al., 2006).

As propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais de tomilho estdo relacionadas

ao seu grande teor fenodlico, sendo utilizado como um desinfetante oral em preparacdes

farmacéuticas e agente flavorizante em produtos alimenticios (AHMED, 2014). Os principais

constituintes de monoterpenos oxigenados sdo os compostos fenolicos timol e seu isomero,

carvacrol (Figura 6) (KIMURA et al., 2006).
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carvacrol timol
Fonte: Google imagens

Figura 4: Estrutura quimica dos isomeros carvacrol e timol.

As condigdes climaticas e de solo, época de colheita e quantidade de agua a qual a
planta é exposta, sdo fatores que determinam o conteido de carvacrol produzido por estas
plantas (CHAMI et al., 2004). Aparentemente, estes fatores favorecem a formagdo de um
isomero ou de outro. Borges et al. (2012) , avaliaram o rendimento ¢ a composi¢ao do d6leo
essencial de tomilho Thymus vulgaris L. cultivados na regido de Curitiba — PR. O método de
hidrodestilagdo em aparelho Clevenger foi utilizado para a extragdo do dleo essencial das partes
aéreas da planta fresca nos tempos de 1, 2 e 3h. Um total de 33 compostos foram identificados
e quantificados. Dentre estes, os majoritarios foram timol, p-cimeno, carvacrol, yterpineno,
linalol e borneol. O melhor tempo de extrag@o para o rendimento do 6leo essencial foi de 3h.

2.4.1 Carvacrol: abordagem toxicolégica

Ao carvacrol, ja foram atribuidas uma variedade de propriedades bioldgicas, que
vao desde as acgdes anti-inflamatorias (LIU et al., 2018), antimicrobianos (REIS et al., 2018),
analgésicas (WANG et al, 2019), anticancerigenas (ARUNASREE, 2010;
BARANAUSKAITE et al., 2017), antioxidantes (BELLES et al., 2019), até as agdes sobre o
sistema cardiovascular, promovendo relaxamento vascular, cardioprotecdo ¢ reducdo da
pressdo arterial (AYDIN et al., 2007; EARLEY et al., 2010; DANTAS et al., 2015; CHEN et
al.,, 2017), sendo sendo reconhecido como uma substancia segura pela Food and Drug
Administration (FDA) (VERA; CHANE-MING, 1999; THOMPSON et al., 2003; SANTOS et
al., 2011).

Em relacdo a sua toxicidade, sabe-se que a dose letal para ratos, quando
administrada via oral, é de 810 mg/kg de massa corporal (HAGAN et al., 1967), enquanto que

a dose letal em camundongos, quando administrada via intraperitoneal ou intravenosa, €
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estimada entre 73,3 a 80 mg/kg de massa corporal, com os animais experimentando diminuigao
da atividade motora espontanea e sonoléncia antes da morte (ANDERSEN, 2006). Em coelhos,
a aplicacdo dérmica de 2700 mg/kg/dia de massa corporal ¢ estimada como uma dose letal
(MCOMIE et al., 1949), enquanto que em cachorros essa dose ¢ de 0,31 g/kg/dia de massa
corporal (ANDERSEN, 2006).

2.4.2 Uso do carvacrol no tratamento de desordens cardiovasculares

As desordens cardiovasculares sdo caracterizas por perda de fungdo e ineficiéncia
de uma ou mais variaveis do sistema cardiovascular, que podem levar ao colapso desse sistema.
Dentre essas, destacam-se as desordens que incidem sobre a homeostase vascular,
hemodinamica ¢ cardiaca, levando desde a disfun¢@o endotelial € aumento da tensdo vascular,
até a hipertensao arterial sist€émica, culminando em eventos como infarto agudo do miocardio,
hipertrofia cardiaca e insuficiéncia cardiaca (WILLIAMS et al., 2018). Nesse contexto, o
carvacrol aparece como uma alternativa viavel no combate a essas desordens.

Alguns estudos que se propuseram a investigar as propriedades cardiovasculares
do carvacrol, evidenciando alguns de seus mecanismos de acdo. Nos vasos sanguineos, 0o
carvacrol atua principalmente, bloqueando os canais de célcio voltagem-dependente, reduzindo
o influxo de célcio para a célula, o que diminui a tensao vascular (DANTAS et al. 2015). A esta
propriedade vasorrelaxante do carvacrol, atribui-se efeito hemodinamico, uma vez que a
reducdo da tensdo vascular esta associada a diminui¢ao da resisténcia vascular periférica, o que
diminui a pressao arterial.

Os primeiros resultados de reducdo da PA pela administragdo de carvacrol, foram
apresentados por Aydin et al. (2007) , em que foi verificado de maneira aguda que a aplicagdo
de carvacrol, via intraperitoneal em animais normotensos, reduz a pressao arterial de maneira
significativa. Eles ainda observaram um efeito anti-hipertensivo do carvacrol, ao conseguirem
regularizar a pressdo arterial de ratos tratados com 10 mg/kg/dia de L-NAME (inibidor da
sintese de 6xido nitrico). O mecanismo pelo qual o carvacrol promovia reducdo da PA, foi
elucidado por Dantas et al. (2015), em que eles observaram uma bradicardia e reducao dose-
dependente da PA, ap6s serem administradas na veia as doses de 1, 5, 10 e 20 mg/kg/dia 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, nao explicando como o carvacrol promoveu bradicardia.
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Em relagdo as suas propriedades cardioprotetoras, o carvacrol tem efeitos
principalmente sobre a atenuagdo e/ou prevengao do remodelamento cardiaco, com redugao de
deposi¢do de colageno tipo I (ADAPALA et al., 2013) e diminuigdo do tamanho de
cardiomiocitos (JAMHIRI et al., 2019), bem como proporciona prevencdo ao infarto agudo do
miocardio, sendo demonstrado reducdo da area de infarto em animais tratados previamente com
carvacrol (YU et al., 2013). As propriedades atribuidas ao carvacrol sobre o controle das
desordens cardiovasculares estdo apresentadas e discutidas no capitulo II deste manuscrito, o
qual se refere a uma revisdo dos mecanismos de acdo do carvacrol sobre essas desordens.

Ainda ¢ preciso mais estudos que se proponham a estudar essas propriedades
cardiovasculares atribuidas ao carvacrol, principalmente utilizando modelos de hipertensao que
melhor mimetize a hipertensdo humana. Em estudos recentes do nosso grupo (DIAS, 2020), em
que ratos espontaneamente hipertensos foram submetidos a quatro semanas de tratamento, via
oral, com carvacrol (20 e 40 mg/kg/dia), conseguimos mostrar que o carvacrol também est4
envolvido com modulacdes sobre a expressao de receptores da Ang Il e Ang (1-7), bem como
melhora da sensibilidade barorreflexa espontanea, sendo os melhores resultados atribuidos a
dose de 20 mg/kg. Contudo, ndo encontramos outros estudos na literatura com essa proposta, e
ainda ¢ desconhecido se o carvacrol pode, de maneira isolada ou associado a outras terapias
anti-hipertensivas, diminuir a atividade de enzimas chaves do sistema renina angiotensina,
regularizando a PA e reduzindo os riscos ao sistema cardiovascular.

2.5 Adaptacdes ao exercicio fisico aerdbio
2.5.1 Sistema cardiovascular: adaptacoes agudas ao exercicio fisico aerébio

O exercicio fisico ¢ caracterizado como um estresse capaz de levar agudamente a
um desequilibrio da homeostase, uma vez que, esse estimulo gera um aumento instantdneo do
gasto energético, exigindo do organismo, como um todo, adaptacdes agudas que possam ajudar
a suprir a demanda metabolica estabelecida (BRUM et al., 2004). Exemplificando, a contragdo
muscular durante uma corrida, produz grandes quantidades de calor, impondo ao corpo o
desafio de impedir um superaquecimento. Em adi¢cdo, esse mesmo exercicio aumenta de
maneira significativa a necessidade de oxigénio e substratos energéticos para o musculo em
atividade, bem como h4 aumentos substanciais na producdo de CO>. Essas alteracdes devem
ser contrapostas com aumentos da respira¢do (ventilagdo pulmonar) e redirecionamento do
débito cardiaco para a pele e musculo ativo (BRUM et al., 2004). Estes ajustes sao classificados

como adaptagoes agudas ao exercicio fisico.
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Em suma, as alteragdes cardiovasculares agudas ao exercicio aerobio, tem o
objetivo, principalmente, de aumentar o aporte de oxigénio e nutrientes para o musculo
esquelético, bem como de reduzir as concentragcdes de CO:2 na circulagdo e a temperatura
corporal. Para isso, € preciso haver ajustes que envolvam o sistema nervoso autonomo (SNA),
através da modulagdo simpatica nos vasos, permitindo uma redistribuicdo do fluxo sanguineo
para areas metabolicamente mais ativas (LIMA et al., 2011; SANTOS; COSTA, 2020).

Os exercicios aerobios sdo classificados como aqueles que estimulam
predominantemente o metabolismo oxidativo, como por exemplo, a caminhada, corrida,
natacdo, ciclismo entre outros. A regularidade na pratica desses exercicios € a manipulacao de
suas variaveis (frequéncia, intensidade, duragdo e volume), caracteriza o treinamento fisico
aerobio (CAPUTO et al., 2009), em que a manipulacdo dessas varidveis, pode otimizar a
promocdo de adaptagdes cronicas ao treinamento aerdbio. A frequéncia de treino ¢
caracterizada pela quantidade de vezes semanal em que € realizado o treinamento; a intensidade
esta relacionada a exigéncia mediante a qual se realiza um exercicio na unidade de tempo,
podendo ser representado em percentuais, em tempo, entre outros; por exemplo, 85% da
velocidade méxima de corrida ou do consumo maximo de oxigénio (VO2mix); a duragdo, € o
tempo que se leva para executar a sessao de treinamento; € o volume, ¢ o nimero de exercicio
em um periodo de tempo, que pode ser diario, semanal, mensal ou anual, sendo expresso em
nimero de quilémetros, de toneladas de peso, de horas de treino, do nimero de saltos, etc.
(BARBANTI, 2017). Dentre essas variaveis, a manipulagdo da intensidade de treinamento
parece ser um fator preponderante para a determinagao das adaptacdes cronicas ao treinamento
fisico.

A intensidade de um exercicio € estimada a partir do conhecimento a respeito do
que seria um esfor¢o maximo, como ocorre no teste progressivo maximo em esteira ou bicicleta
ergométrica, que serve para avaliar a capacidade cardiorrespiratoria, estimando (testes
indiretos) ou determinando (ergoespirometria) 0 VOamax (BARBANTI, 2017). Neste exemplo
a intensidade poderia ser determinada a partir de um percentual do VOomax; € importante
ressaltar a importancia de outras variaveis que possam auxiliar na determinacgdo da intensidade
de um exercicio, a saber: frequéncia cardiaca maxima, velocidade maxima atingida em teste de
esforco e limiar de lactato (RONDON et al., 1998; BRANCO et al., 2008; SANTHIAGO et al.,
2008).
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Alguns dos métodos de avaliacao e prescri¢ao do treinamento aerobio supracitados,
também sdo utilizados da mesma forma em delineamentos pré-clinicos utilizando modelo de
experimentacdo com animais. Existem protocolos de avaliagdao do esfor¢o maximo adaptados
para ratos, utilizando-se 0 Vo2Max e velocidade maxima de corrida em esteira ergométrica,
bem como a maxima fase estavel de lactato, tanto em protocolos em esteira quanto em piscina

(FREITAS et al., 2010; MENEZES et al., 2010; CAPALONGA, 2014; MOREIRA, 2017).

Estes sdo alguns exemplos de métodos de avaliagdo da capacidade maxima aerobia
e determinacdo da intensidade de um exercicio aerdbio; a tabela 5 abaixo apresenta as

classificagdes de intensidade com base em algumas dessas variaveis:

Tabela S: Classifica¢do de intensidade para exercicios aerobios

Intensidade YO: Max. FC Max. Vel Max
Leve 30 -49% 30 -59% <40%

Moderado 50 - 74% 60 - 79% 40 - 75%
Vigoroso >T75% > 80% >75%

Fonte: adaptado de McArdle et al. (2016); VO2 Max, Consumo maximo de oxigénio; FC Max, Frequéncia
cardiaca maxima; Vel Max, Velocidade maxima alcancada em teste de esforco.

O Colégio Americano de Medicina do Esporte (ACSM, 2014), sugere uma
frequéncia minima de trés vezes por semana de exercicios aerobios, acumulando o minimo de
150 minutos de exercicio em intensidade moderada ao longo da semana. Contudo, a
“posologia” de exercicios aerdbios para hipertensos € de no minimo 30 minutos por dia (todos
os dias), em intensidade moderada (MALACHIAS; BARBOSA; et al., 2016; CARVALHO et
al., 2020).

As recomendagoes supracitadas se justificam pelos beneficios oriundos da pratica
regular de exercicios fisicos, que promovem melhora na qualidade do sono, aumento de
desempenho cognitivo, preservagdo ou melhora das habilidades motoras, o que culminam em
uma melhor qualidade de vida (MEDEIROS et al., 2017; ROPKE et al., 2018; BRAGA et al.,
2019). Em relacao as adaptagdes sobre o sistema cardiovascular, os beneficios do exercicio
aerdbio se estendem desde as adaptagdes morfologicas no coragdo e vasos sanguineos, até as
adaptacdes fisiologicas, que envolvem principalmente a manutencdo da homeostase

hemodindmica (MCARDLE et al., 2016).
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2.5.2 Sistema cardiovascular: adaptacdes cronicas ao treinamento fisico aerdébio

As principais adaptagdes morfologicas que o treinamento aerdbio imprime sobre o
sistema cardiovascular, estdo voltadas para o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca
(MORGANROTH et al., 1975; STEDING et al., 2010; HASHIMOTO et al., 2011; MELO,
2017). Uma das caracteristicas do treinamento aerobio ¢ o aumento da pré-carga ao miocardio,
ou seja, aumento do volume sanguineo ao coracdo, que estimula a adicdo em série de
sarcomeros, resultando em aumento da camera cardiaca (principalmente de ventriculo
esquerdo), sem prejuizo de fungdo, caracterizando uma hipertrofia excéntrica, sendo essa a
principal diferenca morfologica, entre a hipertrofia cardiaca fisioldgica estimulada por
treinamento fisico e a hipertrofia cardiaca patologica estimulada pela hipertensao, em que esta
ultima leva a uma redugao do volume ventricular (HASHIMOTO et al., 2011).

Alguns estudos apresentam diferencas nas sinalizagdes moleculares entre esses
tipos de hipertrofia cardiaca, associando a hipertrofia cardiaca patologica a alteragdes na
expressdo da miosina de cadeia pesada (B-MHC e o-MHC), adicionada ao aumento da
expressao do gene da alfa-actina esquelética (a-actina esquelética) e do fator natriurético atrial
(ANF) (IZUMO et al., 1988; CHIEN et al., 1991). Por outro lado, o treinamento fisico aerdbio
normaliza esses niveis génicos em patologias, indicando que a hipertrofia mediada pelo
treinamento apresenta um perfil molecular diferente do encontrado em doengas cardiacas
(BARAUNA et al., 2008; GARCIARENA et al., 2009).

A nivel vascular, o principal beneficio do treinamento fisico aerobio ¢ a melhora da
fun¢do endotelial, que esta relacionada com o aumento da atividade da enzima 6xido nitrico-
sintase, aumentando, consequentemente, a liberacao de 6xido nitrico. Este mecanismo pode ser
induzido pelo estresse de cisalhamento, resultante do maior fluxo sanguineo observado durante
os exercicios aerobios (PONTES JUNIOR et al., 2010). O treinamento fisico aerobio também
promove aumento da vascularizagdo muscular (angiogénese) e remodelamento vascular. Estas
adaptacdes tém o intuito de aumentar o aporte de sangue para a musculatura ativa, a fim de
carrear mais nutrientes e oxigénio e retirar mais metabdlitos do metabolismo energético,
aumentando assim o consumo maximo de oxigénio (VOamix.) (MCARDLE et al., 2016).

As adaptacdes cronicas ao treinamento fisico aerébio sobre o sistema
cardiovascular, acompanhadas pelas adaptacdes sobre o sistema nervoso autonomo, como a
reducdo da hiperatividade simpatica e aumento da atividade parassimpatica, levam a um melhor

controle das variaveis hemodinamicas, como redu¢ao da frequéncia cardiaca de repouso e
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submaxima, redugdo da resisténcia vascular periférica, o que resulta em melhor controle sobre
a flutuagdo da pressdo arterial, ajudando a diminuir o risco para doengas cardiovasculares
(PONTES JUNIOR et al., 2010; KRIEGER, 2013).

Sabe-se que o exercicio fisico promove redugdo da pressdo arterial de maneira
aguda, sendo esse fendmeno conhecido como hipotensdo pods-exercicio (HPE). Alguns estudos
apontam que esta reducao pressorica pode perdurar por até¢ 20 horas, sendo mais pronunciada
em individuos hipertensos descompensados (CARVALHO et al., 2015). Os mecanismos
envolvidos na HPE, estdo relacionados a combina¢do da reducdo da atividade simpatica
cardiaca e vascular, aumento da liberagdo de oOxido nitrico, bem como da atividade
parassimpatica, refletindo em redugdo da resisténcia vascular periférica e débito cardiaco
(PONTES JUNIOR et al., 2010; DE BRITO et al., 2015;: BOCALINI et al., 2017). Estes ajustes
fazem do exercicio fisico uma ferramenta ndo farmacologica, que pode ser usada tanto na
prevencdo quanto no tratamento da hipertensdo arterial sistémica e outras comorbidades
cardiovasculares.

No trabalho conduzido por Carvalho et al. (2015), foi observado redugdes
significativas na pressdo arterial de idosas hipertensas submetidas a protocolos distintos de
exercicio aerdbio (ambos os protocolos tiveram a intensidade moderada e duraram 42 minutos).
Bocalini et al. (2017), realizaram um estudo, a fim de tentar entender se as condigdes
hemodindmicas basais influenciariam na magnitude de redugdo da pressdo arterial apoés uma
sessao de exercicio aerdbio (75% do VOomax). Para tanto, eles estabeleceram trés grupos, a)
Normotenso, b) Hipertenso sem tratamento e c¢) Hipertenso tratado. As reducdes mais
pronunciadas de pressdo arterial, ocorrerdo no grupo de hipertensos nao tratados, levando os
autores concluirem que a condi¢do hemodinamica basal ¢ um fator determinante que influencia
a magnitude da HPE.

As alteragdes agudas ao exercicio fisico e adaptagdes cronicas ao treinamento fisico
aerobio, como discutido anteriormente, demonstram que o organismo responde de maneira
sistémica ao estimulo provocado pelo exercicio fisico, promovendo adaptacdes em todas as vias
de controle da pressdo arterial, bem como prevencdo da hipertrofia cardiaca, comumente
observada na hipertensdo descompensada. O treinamento aerdbio também ¢ capaz de modular
as variaveis lipidicas associadas ao aumento do risco cardiovascular (KAZEMINASAB et al.,

2017). Somando esses fatores as propriedades ja conhecidas do carvacrol sobre as desordens
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cardiovasculares, hipotetizamos que a terapia combinando treinamento aerdbio e carvacrol

pode potencializar a redugao do risco cardiovascular em ratos espontaneamente hipertensos.
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1. OBJETIVO GERAL

» Avaliar o efeito do treinamento fisico acrébio sobre a reducdo do risco cardiovascular

em ratos espontaneamente hipertensos tratados com 20 mg/kg/dia de carvacrol.
3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar os efeitos da combinagdo exercicio aerobio — carvacrol sobre comportamento
da pressao arterial e frequéncia cardiaca,

v' Analisar os efeitos da combinac¢do exercicio aerdbio — carvacrol sobre a reatividade
vascular,

v" Investigar se a combinag¢do exercicio aerobio — carvacrol ¢ eficiente para a modulagdo
de parametros lipidicos,

v Avaliar os efeitos da combinag¢io exercicio aerdbio — carvacrol sobre os indices de lesdo

e remodelamento cardiaco.
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RESUMO

Introdugao: as desordens cardiovasculares (DCVs) sdo a principal causa de morbimortalidade
no mundo. Portanto, ¢ salutar a investigagdo de novas terapias para o controle e tratamento
dessas desordens. Nesse contexto, o carvacrol surge como um fitoquimico de potencial
terapéutico importante. Objetivo: discutir ¢ descrever os principais mecanismos do carvacrol
sobre as desordens cardiovasculares. Método: realizou-se uma busca de trabalhos originais no
PubMed, Google académico, Bireme e Scielo, associando a palavra carvacrol aos descritores:
pressdo arterial, hipertensdo, hipotensdo, vaso relaxamento, vascular, cardioprotecao, ataque
cardiaco, infarto do miocardio e lesdo isquémica, sendo encontrados 74, e destes,17
permaneceram para analise. Resultado: o principal mecanismo de controle de pressdo arterial
do carvacrol, é por meio do bloqueio dos canais de célcio, promovendo vaso relaxamento e
reducdo da pressdo arterial. Alguns trabalhos mostraram que animais tratados com carvacrol
obtiveram diminuigao da area de infarto, menor deposicao de colageno, menores concentragdes
séricas de marcadores de lesdo cardiaca, bem como diminui¢cdo da expressdo de proteinas
envolvidas nas vias de apoptose celular, evidenciando seu papel cardioprotetor. Conclusio: o
carvacrol apresenta propriedades bioldgicas importantes para o tratamento de DCVs. Contudo,
amaioria dos efeitos descritos sdo referentes ao tratamento por via intraperitoneal e intravenosa,
sendo limitado os trabalhos que investigaram os efeitos do carvacrol pela via oral. E importante
ressaltar também que os efeitos hipotensores ¢ anti-hipertensivos, foram observados, na maioria
dos estudos, em animais normotensos, demostrando a necessidade de continuagdo dos trabalhos
com modelos de hipertensdo espontinea, o que mimetizaria melhor a hipertensdo arterial
sistémica observada em humanos.

Palavras - chave: carvacrol, hipotensao, vaso relaxamento e cardioprotecao.
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ABSTRACT

Introduction: cardiovascular disorders (CVDs) are the main 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 appears as a phytochemical with important
therapeutic potential. Objective: discuss and describe the main mechanisms of carvacrol on
cardiovascular disorders. Method: a search for original articles was carried out on PubMed,
Google Scholar, Bireme and Scielo, associating the word carvacrol to the descriptors: blood
pressure, hypertension, hypotension, vessel relaxation, vascular, cardioprotection, heart attack,
myocardial infarction and ischemic injury, found, 74 of these, 17 remained for analysis.
Results: Carvacrol's main blood pressure control mechanism is by blocking calcium channels,
promoting vessel relaxation and reducing blood pressure. Some studies have shown that
animals treated with carvacrol obtained a decrease in the infarction area, less collagen
deposition, lower serum concentrations of cardiac injury markers, as well as a decrease in the
expression of proteins involved in the cellular apoptosis pathways, evidencing their
cardioprotective role. Conclusion: carvacrol has important biological properties for the
treatment of CVDs. However, most of the effects described are related to the treatment by
intraperitoneal and intravenous routes, being limited the works that investigated the effects of
carvacrol by oral route. It is also important to note that the hypotensive and antihypertensive
effects were observed in most studies in normotensive animals, demonstrating the need for
further work with spontaneous hypertension models, which would better mimic the systemic
arterial hypertension observed in humans.

Keywords: carvacrol, hypotension, relaxation vessel and cardioprotection.
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1. Introducio
As desordens cardiovasculares (DCVs) sdo as principais causas de morbidade e

mortalidade no mundo', proporcionando um custo demasiado para a sociedade com o
tratamento medicamentoso, internagdes clinicas e procedimentos cirirgicos?. Portanto, é salutar
a descoberta de novas intervengdes, principalmente as de carater ndo medicamentoso, que

possam ajudar no tratamento e prevencao dessas desordens.

Nesse contexto, aumenta o interesse pelo uso de fitoterapicos com propriedades
biologicas que os tornam ferramentas potenciais para o tratamento das DCVs*®. Assim, o
carvacrol, que é um monoterpeno (C10H140) fendlico, originado do tomilho, orégano e
manjerona, pertencente a uma classe de fendis que apresentam uma unidade de dez carbonos e
que estdo presentes nos Oleos essenciais de muitas plantas (Origanum vulgare, Pepperwort,
Bergamota selvagem, Satureja, Origanum marjorana, Nigella sativa e Tequila)'®", surge
como uma alternativa de estudos, uma vez que algumas propriedades ¢ mecanismos de agao ja
foram descritos na literatura, a saber: a¢des anti-inflamatdrias’, antimicrobianos®, analgésicas®,

anticancerigenas®’, antioxidantes!®, vasorrelaxantes, hipotensora, anti-hipertensiva e

cardioprotetoras !,

Em relacdo as propriedades do carvacrol sobre o sistema cardiovascular, pode-se
observar que o principal mecanismo de agdo ¢ através do bloqueio dos canais de calcio,
acarretando um relaxamento do vaso e reduzindo a pressdo arterial'*!°. Esse mecanismo pode
conferir cardioprote¢do, uma vez que o controle da hipertensdao pode diminuir as chances de
ocorrer remodelamento cardiaco®. Contudo, existem poucos trabalhos originais que se
propuseram a investigar o efeito do carvacrol, enquanto composto isolado, bem como, é escasso
na literatura trabalhos de revisdo que descrevam os mecanismos por trds dos efeitos desse
composto relacionados as respostas cardiovasculares. Portanto, o principal objetivo desse
trabalho foi discutir e descrever os principais mecanismos que expliquem os efeitos do

carvacrol sobre as desordens cardiovasculares.

2. Método
Este trabalho ¢ uma revisdo narrativa dos efeitos do carvacrol sobre as desordens
cardiovasculares, destacando-se hipertensdo e desordens isquémicas cardiacas. Para a busca dos
artigos analisados, a palavra carvacrol foi empregada junto aos seguintes descritores: pressao

arterial, hipertensao, hipotensao, vaso relaxamento, vascular, cardioprotecao, ataque cardiaco,
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infarto do miocardio e lesdo isquémica, utilizando como base de dados o PubMed, Google
académico, Scielo e Bireme, sendo incluidos todos os artigos originais, In Vivo e In Vitro, na

lingua inglesa. Foram utilizados os critérios de exclusdo listados abaixo:

» Trabalhos de revisio;
» Trabalhos que ndo abordaram no abstract o efeito do carvacrol sobre as varidveis
representadas pelos outros descritores;
» Trabalhos que utilizaram o extrato de plantas ao invés do composto isolado, carvacrol.
Dessa forma, dos 74 artigos encontrados na busca, 65 foram trabalhos originais e
02 foram artigos de revisao (Figura 1). Ao final, ap6s aplicar os outros critérios de exclusao, 17

trabalhos foram incluidos para analise.

Total de artigos encontrados

N=74
y A 4
Artigos originais Artigos de revisao
N =65 N=09
I
Critérios de exclusio Artigos de revisio
repetidos N =07
» Trabalhos que nao abordaram no resumo o efeito do ¢
carvacrol sobre as varidveis representadas pelos outros Total de artigos de
descritores (N = 25). revisio
» Trabalhos que utilizaram o extrato de plantas ao invés N =02

do composto isolado. carvacrol (N = 07).

> [ Artigos restantes
N=33

»| Artigos repetidos Artigos analisados
N=16 N=17

A 4

Figura 1: Esquema representativo da busca de artigos

Segue abaixo a tabela 1, que demonstra, em resumo, os efeitos do carvacrol sobre
a pressdo arterial, evidenciando a dose de carvacrol utilizada nos estudos; sua via de
administracdo; a espécie animal estudada; o delineamento dos trabalhos; os principais

resultados e suas citagoes.
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Dose (via de Espécie

. . ~ . Delineamento
administracio) animal

Resultados Autor

Estudo In Vivo, com
avaliacdo do efeito anti-
hipertensivo em

1, 10, 20, 50, 100 e (SRrE::Olsle- hipertensdo induzida
500 pg/kg. (i.p) Dgwlge ) por L-NAME.
y Verificacdo do efeito
hipotensor por medida
de pressao direta.
Estudo In Vivo, com
1,5,10e20 Ratos verificagdo do efeito
mg/kg. (i.v) (Wistar) hipotensor por medida
de pressdo direta.
25,50¢ 100 Estudo In Vivo, com
mg/kg. Camundongos verificagdo do efeito
(Intravenosa); 100 (C57B1/6) hipotensor por medida
mg/kg. (i.p) de pressao direta.

Estudo In Vivo,
investigacdo do efeito
cronico do carvacrol
50 mg/kg (oral) Ratos (SHR) (encapsulado com f-
ciclodextrina) sobre
parametros
hemodinamicos.

Ensaio In Vivo: analise
de quatro semanas de
tratamento com
20 mg/kg (oral) Ratos (SHR) carvacrol e exercicio
fisico aerdbio sobre
parametros
hemodindmicos.

|PA (100 pg/kg) tanto
no grupo controle

Aydin et
quanto no grupo que ¢
foi induzido -
hipertensdo por L- (2007)
NAME.

|PA e |FC (-6+3; -
35+5; -57+7; -84+4 Dantas et

mmHg e -8+3; -87+33; al.

-240+35; -303+21 (2015)
bpm), respectivamente.
|PA apenas para

administragdo via Feketa et

venosa. — PA para a al.
dose administrada via (2015)'¢

intraperitoneal.

| PAS e PAD apos 15
dias de tratamento, com
efeito mais

. Barreto et
pronunciado no grupo al
tratado com o (202017
complexo f3-
ciclodextrina —
carvacrol.
| PAS e PAD apos
quatro semanas de Costa et
tratamento, com efeito al.
mais pronunciado no (2021)'8

grupo ExerCarv.

—, sem efeito; |, reducdo; 1, aumento; i.p, intraperitoneal; i.v, intravenoso; PA, pressdo arterial; PAS,
pressdo arterial sistolica; PAD, pressao arterial diastdlica; FC, frequéncia cardiaca; L-NAME, inibidor da
enzima oxido nitrico sintase; ExerCarv, grupo tratado com exercicio e carvacrol.

Como demonstrado na Tabela 1, ainda sdo poucos os trabalhos que abordam os

efeitos hemodinamicos do carvacrol; alguns estudos mostram tanto efeitos anti-hipertensivos

quanto efeitos hipotensores'*'6. Para tanto, com excecao dos trabalhos de Barreto et al. (2020)"”

e Costa et al. (2021)8, os outros estudos foram conduzidos utilizando animais normotensos,

todavia, a auséncia de um modelo de hipertensdo arterial sistémica limita as investiga¢des sobre

os efeitos anti-hipertensivos.
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O primeiro trabalho a demonstrar um efeito do carvacrol sobre a pressdo 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 6xido
nitrico), grupo 4, tratado com carvacrol e grupo 5, tratado com L-NAME mais carvacrol. Foram
administradas diversas doses de carvacrol (1, 10, 20 50, 100 e 500 ug/kg) via intraperitoneal,
observando efeito hipotensor e anti-hipertensivo somente na dosagem de 100 ug/kg; a dosagem
de 500 ug/kg foi descrita como toxica aos animais. Neste experimento foi demonstrado uma
reducdo imediata da pressdo arterial média (PAM) e pressdo arterial sistolica (PAS) tanto no
grupo controle (redugdo abaixo dos valores normais), quanto no grupo que teve hipertensao
induzida por L-NAME (retorno aos valores basais da PAS ap6s cinco minutos da administragao

de carvacrol), caracterizando assim, os efeitos hipotensor e anti-hipertensivo do carvacrol.

Na pesquisa realizada por Dantas ¢ et al. (2015) 4, foi observada uma bradicardia
¢ reducdo dose-dependente da pressao arterial (PA), apos 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 célcio dependente de voltagem, ndo explicando como o carvacrol

promoveu bradicardia.

J& no estudo de Feketa et al. (2015)'%, foi testada a hipotese de que o carvacrol
poderia promover hipotermia, entretanto, a fim de avaliar a toxidade desse composto eles
conseguiram observar efeitos sobre a pressao arterial em camundongos C57Bl/6. Para tanto eles
administraram carvacrol na dosagem de 100 mg/kg via intraperitoneal e 25, 50 ¢ 100 mg/kg via
intravenosa. Os autores ndo observaram efeitos sobre a PA quando a via de administragdo do
carvacrol foi intraperitoneal, contudo, quando administrado via intravenosa, pode-se observar
uma redugdo dose-dependente (-26 + 4, -36 = 4 ¢ -58 + 5 mmHg, respectivamente). Vale
enfatizar que todos os trabalhos supracitados utilizaram medida direta da PA, via cateter,

aumentando a confiabilidade dos resultados discutidos.

Barreto et al. (2020)', foram os primeiros pesquisadores a proporem um
delineamento utilizando um modelo com ratos espontaneamente hipertensos (SHR), visando
avaliar os efeitos de 21 dias de tratamento com carvacrol (via oral) sobre a pressao arterial. Eles

comparam o efeito anti-hipertensivo do carvacrol livre com formulagdes de carvacrol associado
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a B - ciclodextrina (CARV/ B-CD), e observaram redugdes na pressao arterial, em ambos os
grupos, apos o 15° dia de tratamento, sendo os efeitos mais pronunciados no grupo CARV/ 8-
CD. Estes autores também apontaram reducdes significativas na tensao vascular ¢ evidenciaram
uma propriedade anti-inflamatoria do carvacrol, ao observarem redugdo de IL-1f3 e aumento de
IL-10. J4 no estudo de Costa et al. (2021)'®, os animais espontaneamente hipertensos tratados
com 20 mg/kg de carvacrol por via oral, tiveram seus niveis pressoricos regularizados apds
quatro semanas, assemelhando-se ao grupo normotenso e grupo tratado com anlodipina (20

mg/kg), anti-hipertensivo usado como controle positivo do carvacrol.

Alguns trabalhos citados anteriormente atribuiram o vasorrelaxamento, como o
principal mecanismo que justifica o efeito hipotensor e anti-hipertensivo do carvacrol.
Entretanto, ja se sabe de outros mecanismos a nivel vascular atribuidos ao carvacrol. Um

resumo destes estudos estd apresentado na Tabela 2 abaixo:

Tabela 2: Efeitos do carvacrol sobre a musculatura lisa vascular

Dose (via de Espécie

. . ~ . Delineamento Resultados Autor
administracio) animal

— Efeito vascular;

descarte do
Estudo In Vitro da envolvimento dos a-
Ratos reatividade vascular adrenoreceptores no
10“M (Sprague- frente a exposi¢do de ~ mecanismo hipotensor  Aydin et al.
Dawley) anéis da aorta a descrito para o (2007)15
diferentes doses de carvacrol, exclusido da
Kcl, Phe e CaCL,. participagdo dos canais
de calcio tipo L na
MLV.
Estudo In Vitro da
reatividade vascular S ~
frente Inibigdo d.a contragdo
Ratos concentragdes de dos anis adrticos Peixoto et
4 . .
10°M (Wistar) Kcl; Phe e Ca2" apos induzida por KCI. al. (2010)"°
. |magnitude da
5 minutos de - o
- contragdo em 68%.
exposicio ao
carvacrol.
Ensaios In Vitro. - (o
Investioacio da via | contragdo isométrica
100 wmol/L Ratos das Viasgr egs onséveis M 50 % e 1 contragdo  Shabir et al.
" (Wistar) ) ponsa isométrico em 50% na (2014)*
por hipercontragao de A
. auséncia de carvacrol.
anéis de aorta.
Ensaios In Vitro. 1 vasorelaxamento; —
Ratos Investigagdo do vasorelaxamento na Dantas et
-8 -4 :
107 e 3x10°M (Wistar) relaxamento de anéis presenca de KCI; os al. (2015)™

de artéria canais de potassio néo



mesentérica frente ao
estresse com
carvacrol, Phe, KCI,

interferem no
vasorelaxamento
induzido pelo carvacrol;

Bay K 8644 ¢ | concentragao-
U46619. dependente das
contragdes induzidas
por Bay K 8644 (200
nM).

lmigragdo e
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Ratos Ensaios In Vitro — proliferagdo das células Lee et al
(0,03 - 3uM) (Sprague- cultura de células musculares lisas; |ERO (2015)? N
Dawley) (artéria aorta). e inibi¢do da via
MAPK.
Ensaios Ensaios /n Tsobrevivéncia e
(25 ¢ 50 uM) Homo Vitro — cultura de migragdo celular; 1 Matluobi et
Sapiens células (medula neovascularizagio; 1 al. (2018)%
ossea). FvW e VE-caderina.
Efeito do carvacrol .l adelgagamento ¢
sobre a massa hlpercontratllldadg da
corporal e glicose aor.ta; l MLV% l glicose .
10 ¢ 20 mg/kg (i.p) Camundongos sérica; ¢ investigacio sérica; 1 da atividade da Liuetal
: (C57BL/6)) sob’re as vias do via P13K/Akt; auséncia (2020)%
remodelamento da de diferencas entre as
MLV doses de 10e 20 mg/kg
' de carvacrol.
Investigagdo do ~ .
Camundongos efeito protetor do inlsilelistallg' ing?filf?lé i)-
05 e 10 mg/kg (CSTBL/KsJ carvacrol contra IRS-1: l, NFKB, IL-1B Zhao et Z(il.
(oral) db/db) mg;“liﬁﬁ;f:ﬁ;zls‘al IL-18,IL-6 e TNF-o; | (2920)
Jiabéticos. fibrose vascular.
Ensaio In Vitro: | Tensao vascular;
reatividade da artéria  sugere efeito inibitdrio
mesentérica a do carvacrol tanto B- Costa et al.
20 mg/kg (oral) Ratos (SHR) concentracdes adrenérgico quanto (2021)'%
cumulativas de Ca?* bloqueio de canais de
e NOR. Ca?.

—, sem efeito; |, reducdo; 1, aumento; i.p, intraperitoneal; i.v, intravenoso; PA, pressdo arterial; PAS,
pressdo arterial sistolica; PAD, pressdo arterial diastolica; FC, frequéncia cardiaca; L-NAME, inibidor da
enzima o6xido nitrico sintase; KCI, cloreto de potassio; MAPK, proteina quinase ativada por mitogénio;
EROS, espécies reativas de oxigénio; IL-1p, interleucina - 1p; IL-10, interleucina -10; IL-18, interleucina
- 18; IL-6, interleucina - 6; TNF-a, fator de necrose tumoral-a; p-InsR, receptor de insulina fosforilado;
p-IRS-1, substrato do receptor de insulina - 1; NF-kB, fator de transcri¢io nuclear-«kB; Ca*', calcio; NOR,
noradrenalina.

A patofisiologia da hipertensdo e complicagdes cardiovasculares tem envolvimento
de alteragdes no sistema nervoso autondmico simpatico e aumento da resisténcia vascular
periférica (RVP)?. A norepinefrina exerce agdo vasoconstrictora mediante regulacio das

concentragdes intracelulares de célcio. Esse agente vasoconstrictor medeia uma resposta
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contratil na musculatura lisa vascular (MLV), via ativacdo de receptores al-adrenérgicos
acoplados a proteinas G. Essa ativacdo induz a formagdo de segundos mensageiros como o
inositol trifosfato (IP3), que corrobora para o aumento das concentragdes de calcio intracelular
na VSM?%?7 A manuten¢io da vasoconstriccdo depende do influxo de cilcio do espaco
extracelular por canais de calcio dependente de voltagem (CAVs) ou operados por receptores
ROCCS. Contudo, agentes contrateis como o cloreto de potassio (KCl), produzem aumento
significante do calcio intracelular por ativagdo de CAVs 2%, Nesse contexto, vem sendo estudado

as propriedades do carvacrol sobre a modulacdo da resposta contratil na MLV.

A Tabela 2 acima, traz alguns estudos que se propuseram a estudar alguns desses
mecanismos. Aydin et al. (2007)"°, verificaram o efeito do carvacrol (10*M) em anéis de aorta
isolada de ratos Sprague-Dawley, adultos, frente a diferentes ferramentas farmacologicas
contrateis, a dizer o KCl, fenilefrina (Phe), um agonista al-adrenérgico e cloreto de calcio
(CaCl). A curva concentragdo-resposta para Phe nesse estudo mostrou hipercontragdo na
presenca de carvacrol (10*M). Em contrapartida, o carvacrol nio interferiu nas concentracdes
induzidas por KCI e CaCl.. Dessa forma, os autores descartam que o carvacrol exerca

modulagdo vascular por bloqueio de receptores adrenérgicos ou envolvimento de CAVs.

Por outro lado, Peixoto et al. (2010)!°, avaliaram os efeitos do carvacrol (10°M)
em anéis de aorta isolada de ratos Wistar, mostrando primeiramente que o carvacrol produziu
contragdo adrtica ndo significativa no tonus basal em repouso. Adicionalmente, os autores
mostraram que a pré-exposicio dos anéis de aorta, com endotélio intacto ao carvacrol (10~°M)
durante cinco minutos, promove inibi¢do da contragdo induzida por KCI (60mM) de maneira
dependente de concentragdo. Essa resposta vasorrelaxante também foi verificada na contragio

induzida por Phe, em condi¢des sem célcio com endotélio intacto.

Peixoto et al. (2010)", por meio de curvas concentragio-resposta para o célcio em
artéria aorta despolarizada por KCI, demonstraram que o carvacrol (10>M) também reduziu a
magnitude da contracdo em 68%. Corroborando com estes resultados, a pesquisa realizada por
Costa et al. (2021)'®, apresentou reducdes significativas na tensio 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 calcio e para noradrenalina, sugerindo efeito inibitorio dos canais

de calcio e receptores B-adrenérgicos.
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Em outra série experimental conduzida por Peixoto et al, (2010)!?, os anéis de aorta
contraida por ativador de proteina quinase C (PKC) e dibutirato de forbol (PDB) (1uM); o
carvacrol (10°M) promoveu reducdo de 53% da resposta mixima da curva controle. Em
conjunto, os resultados sugerem que o carvacrol atua na via de sinalizacdo para o calcio, mais
especificamente na PKC. Desta forma, os autores mostraram que o carvacrol (10°M) ¢é
vasorelaxante, ou por deprimir o influxo de célcio ou por interferir na liberagdo de célcio via

inositol trifosfato (IP3) no reticulo.

Posteriormente o carvacrol foi avaliado na modulacao da vasoconstric¢ao induzida
por chumbo (Pbll) em artéria aorta de ratos?’. Neste estudo, os autores mostraram que o
carvacrol (100 pumol/L) promove redugdo em 50% e 42% da contragdo isométrica Phe-induzida
na auséncia ou presenga de PbIl 1 pmol, respectivamente. Na auséncia de carvacrol,
evidenciou-se que a magnitude da resposta contratil ao Pbll aumentou 50%. Devido o chumbo
promover ativacao das espécies reativas de oxigénio e inibi¢cdo da sintese de NO, os autores
sugerem o efeito do carvacrol sobre a hipercontracdo chumbo-induzida em aorta de ratos, no

qual envolve a sintese de NO e inibicdo das espécies reativas de oxigénio.

O carvacrol também tem sido discutido como agonista e antagonistas de diferentes
receptores da superfamilia de receptores TRP (receptores de potencial transitério), bem como
de canais de calcio dependente de voltagem (CAVs). Para verificar o envolvimento do carvacrol
nesses canais, Dantas et al. (2015)'%, avaliaram o carvacrol em artéria mesentérica de ratos pré
- contraidas com Phe (10 uM). O carvacrol (10" e 3x10*M) induziu vasorrelaxamento em anéis
de artéria mesentérica com e sem endotélio funcional. Na presenca de U46619 (10 uM), um
analogo sintético de prostaglandina PGH2 e agonista do receptor de tromboxano A2, ou na
presenga de KCI (80 mM), o carvacrol ndo modificou o padrdo vasorrelaxante. Foi observado
que este mecanismo envolvia a participagdo de canais de potassio. Para tanto, utilizaram
preparagdes de artéria mesentérica pré-contraidas com KCI1 (20 mM) ou TEA (1 mM), cujo
resultados mostram que a inibicdo de canais de potédssio ndo interfere no vasorrelaxamento
induzido pelo carvacrol. Em continuidade, a fim de descartar a participagao dos canais de
potassio ativados por calcio de alta condutancia (BKCa), verificou-se o efeito relaxante do

carvacrol na presenca de iberiotoxina, cujo resultados excluem a participacao desses canais.

Outros mecanismos relacionados a contracdo da MLV, foram investigados por

esses pesquisadores'*. As curvas concentragio-resposta para o calcio foram deslocadas para a
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direita e tiveram sua resposta maxima reduzida em 49,1 = 7,86% e 26,38 + 7,63%, para
carvacrol 10% M e carvacrol 3 x 10*M, respectivamente. O carvacrol reduziu de maneira
concentragdo - dependente as contragdes induzidas por Bay K 8644 (200 nM), sugerindo
envolvimento de CAVs. Estes autores ainda observaram que em artérias despolarizadas por
KCl 60 mM, frente a nifedipina, um bloqueador de CAVs, e/ou acido ciclopiazénico, um
inibidor das reservas de Ca’"-ATPase (SERCA), apresentando uma reducdo da contragio
induzida pelo CaCl,. Neste mesmo estudo ainda foi possivel observar uma resposta do carvacrol
relacionada ao influxo de cdlcio por inibi¢do 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.

Posteriormente Lee ef al. (2015)*!, baseado na propriedade do carvacrol sobre o
estresse oxidativo, verificaram a capacidade do monoterpeno em afetar a migragdo e
proliferacao de células da MLV de aorta de ratos. Nesse mesmo estudo avaliaram o efeito do
carvacrol (0,03 — 3uM) na neoformagdo da camada intima de cardtida de ratos apods lesdo
induzida. Os resultados em conjunto sugerem um potencial efeito inibidor na migracdo e

proliferacao de células da MLV, provavelmente por regulacdo da via MAPK.

Também esta sendo atribuido ao carvacrol um potencial angiogénico*?, contudo,
essa resposta vem sendo verificada em células-tronco mesenquimais humanas através de
estudos In Vitro, demostrando que baixas doses de carvacrol (25 a 200 puM) sdo capazes de
aumentar a sobrevivéncia das células estaminais mesenquimais e sua taxa de migragdo. Esses
autores revelaram que o carvacrol induz neovascularizagdo, pela deteccdo da expressdo
aumentada do fator de transcri¢cdo endotelial vascular (VEGF) e do fator de Von Willebrand
(FvW), glicoproteina importante na regulagdo da homeostase vascular, estando envolvida em

vias de inflamagao.

O carvacrol também apresenta propriedades cardioprotetoras. A Tabela 3 traz um

resumo dos artigos que se propuseram a investigar essas propriedades.
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Dose (via de Espécie .
. .( ~ p Delineamento Resultados Autor
administracio) animal
Estudo /n Vitro - - Dl,f erenciagao
. fibroblastica induzida
Cultura de célula: ~
. - Ratos . ~ por TGF- B1. Correlagdo
Nao informado inducdo de .. i Adapala et
(Sprague- . - positiva da rigidez da 29
diferenciacdo de al. (2013)
Dawley) . MEC com a
fibroblastos cardiacos ) L
or TGF- B1 diferenciacdo
P ) fibroblastica.
LArea de infarto
Estudo In Vivo: (37,64%, 26,76% e
Infarto induzido por 23,99%), Yu. Liu e
25,50 e 100 Ratos ligadura da artéria respectivamente. |CK, ihu
mg/kg (1.p) (Wistar) coronariana CK-MB, cTnT e LDH. (2013)°
descendente anterior IMDA, SOD, GSH ¢
esquerda. GSH-PX. |caspases-3 ¢
Bax e 1Bcl-2.
Estudo In Vivo ¢ In Maior recuperacdo da
Vitro: Cultura de o perag
L elevacdo do seguimento
cardiomidcitos. ST no ECG no eruno
25,50 e 100 Ratos Infarto induzido por ay grup Chen et al.
. . . L tratado; |area de infarto 3
mg/kg (i.p) (Wistar) ligadura da artéria (50 ¢ 100 mg/kg): 1SOD (2017)
coronariana gxe) ’
. 1CAT e [MDA; 1p-
descendente anterior
ERK.
esquerda.
Ensaio In Vivo:
Modelo de
hipertensdo induzida IPA, FC e fibrose
25,50 e 75 mg/kg Ratos por angiotensina II; cardiaca; | ANP mRNA; Jambhiri et
(ndo informado) (Wistar) Ensaio In Vitro: | tamanho celular; | al. (2019)!
hipertrofia cardiaca MDA ¢ 1 DPPH
induzida por
sobrecarga.
Ensaio In Vitro.
Humanos ¢ Estudo 1 intervalo QRS;
eletrocardiografico de bloqueio AV; | Almanaityte
10, 30, 100, 300 ¢ Coclhos . & litude da onda T
1000 uM (Nova . tecido cardiaco amp .1tu edaondaTe et al.
Zelandia) isolado utilizando o velocidade de condugio (2020)*?
sistema de perfusdo  no miocardio ventricular
de Langerdorff.
- o Preservacdo da forma e
Andlise qualitativa do tamanho do tecido Costa et al
20 mg/kg (oral) Ratos (SHR) histopatologica de perivascular ¢ dos (202118

tecido cardiaco.

cardiomiocitos.

—, sem efeito; |, redugdo; 7, aumento; i.p, intraperitoneal; i.v, intravenoso; PA, pressdo arterial, FC,
frequéncia cardiaca; CK, creatina quinase; CK-MB, creatina quinase — isoforma cardiaca; ¢TnT, troponina
cardiaca; LDH, lactato desidrogenase; MDA, malondialdeido; SOD, superoxido dismutase; CAT, enzima
catalase; GSH, enzima glutationa ndo exudativa; GSH-PX, enzima glutationa peroxidase; p-ERK, ERK
fosforilada; DPPH, 2-2-difenil 1-picril-hidrasil; AV, atrio ventricular.
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O infarto agudo do miocérdio leva a consequéncias drasticas no funcionamento do
coragdo, dentre estas, destaca-se o remodelamento cardiaco, provocado pelo aumento da rigidez
da matriz extracelular (MEC), decorrente do aumento na diferenciagdo de células fibroblasticas

33 Adapala et al. (2013)?°, foram os primeiros pesquisadores a

em cé¢lulas miofibroblasticas
mostrarem, In Vitro, que os mecanismos moleculares que levavam ao aumento da diferenciagao
de células fibroblasticas tinham como ponto chave a expressao dos canais potenciais do receptor
transiente dependente de voltagem (TRPV4), canais sensiveis ao influxo de calcio, mostrando
que o aumento da expressdo de TRPV4 estava relacionado ao aumento da liberagao de TGF-1
na MEC. Essa proteina é responsavel por estimular o aumento da proliferacdo celular de
fibroblastos, levando ao aumento da deposi¢do de colageno e fibrose cardiaca tanto em
alteracdes fisiologicas quanto patologicas, como é o caso do infarto agudo do miocardio®*. Estes
pesquisadores ao inibirem os canais TRPV4, utilizando carvacrol, verificaram que a
diferenciagdo fibroblastica induzida por TGF-B1 ndo foi inibida, entretanto a redu¢do 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 soluveis (interferindo na

liberagdo de TGF-B1).

Em um outro 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 tanto, os
pesquisadores conduziram os experimentos com ratos adultos Wistar (250 — 300 gramas),
induzindo infarto via ligadura da artéria coronariana descendente anterior esquerda e os tratando
com 25, 50 ¢ 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, tendo area de infarto igual a 31,64%, 26,76% e 23,99%
respectivamente. Enquanto no grupo controle a area de infarto foi de 37,33%. O tratamento
com carvacrol também foi eficiente para diminuir, drasticamente, as concentragdes 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.

Ainda foi possivel observar efeitos antioxidante e antiapoptotico do carvacrol,
sendo o primeiro demonstrado pela reducdo nos grupos tratados da atividade das enzimas
malondialdeido (MDA), superdxido dismutase (SOD), glutationa nao exsudativa enzimatica

(GSH), bem como da glutationa peroxidase (GSH-PX) e o efeito antiapoptético foi evidenciado
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pela redugdo da expressao das proteinas caspases-3 e Bax, bem como pelo aumento dos niveis
da proteina Bcl-2, marcadores de apoptose celular. Estes resultados apontam que o carvacrol
foi eficiente para atenuar os prejuizos causados pelo infarto agudo do miocardio. Utilizando o
mesmo protocolo para inducio de infarto, Chen et al. (2017)°, observaram resultados
semelhantes aos da pesquisa citada anteriormente. Contudo, s6 foi conferido cardioprotecao,
no que diz respeito a diminuicao da area de infarto, aos animais tratados com as doses de 50 e
100 mg/kg de massa corporal, ndo havendo diferenga significativa naqueles tratados com 25

mg/kg, quando comparado ao grupo controle.

Chen et al. (2017)%, 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
cardiomidcitos dos animais infartados que foram tratados com carvacrol >. Estes autores ainda
se comprometeram em investigar a via de apoptose celular MAPK/ERK, demonstrando que nos
animais tratados com carvacrol aumentava a fosforilagdo da ERK (p-ERK), desativando assim
a via de apoptose celular, enquanto que ao inibir a ERK com PD-98059, a propriedade
cardioprotetora do carvacrol foi inibida, demostrando o envolvimento da via MAPK-ERK nos

mecanismos anti - apoptéticos do carvacrol >

Jamhiri et al. (2019)*!, por meio de ensaios in vivo e in vitro, observaram redugdes
na fibrose cardiaca e na expressao génica do peptideo natriurético atrial, fator chave para a via
de remodelamento cardiaco. Enquanto Costa et al. (2021)!® apresentaram resultados
qualitativos que evidenciam um papel cardioprotetor do carvacrol sobre o remodelamento
cardiaco imposto pela hipertensdo arterial. No delineamento experimental proposto por eles, os
ratos (SHR) foram tratados (via oral) com 20 mg/kg de carvacrol por quatro semanas. Outra
propriedade inerente ao carvacrol foi descrita no trabalho de Almanaityte et al. (2020)*2, que
demonstrou atividade antiarritmica, ao verificar que o carvacrol aumentou o intervalo QRS ¢
promoveu bloqueio atrioventricular, em coracdes explantados de coelhos e humanos por meio
de um sistema de perfusdo de Langerdorff. A Figura 2 abaixo, apresenta um resumo dos

mecanismos de agdo do carvacrol discutidos previamente.
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CAVs, canais de célcio dependentes de voltagem; SOCs, canais de célcio operados por estoques; SOD, superoxido dismutase; VEGF, fator
de transcri¢do endotelial vascular; TRPM7, Receptor de potencial transitorio, subfamilia M, membro 7; MAPK — ERK, quinases reguladas
por sinais extracelulares; CKMB, creatina quinase — isoforma cardiaca; ¢TnT, troponina cardiaca; LDH, lactato desidrogenase; GSH,
glutationa ndo exsudativa enzimatica.

Figura 2: mecanismos de a¢do do carvacrol nas desordens hemodinamicas e cardiovasculares

3. Conclusao
E possivel concluir que o carvacrol tem acdo hipotensora e anti-hipertensiva,

principalmente quando utilizado as doses de 50 e 100 mg/kg. Essa resposta hemodindmica
parece estar associada, principalmente, ao bloqueio dos canais de célcio dependente de
voltagem. Concluimos também que o carvacrol promove protecao cardiaca, atuando nas vias
de remodelamento cardiaco e apoptose, reduzindo fibrose cardiaca e deposi¢do de coladgeno,
bem como se observa reducdo da area de infarto e da expressdo de marcadores moleculares

apoptoticos em ratos normotensos previamente tratados com carvacrol.

4. Perspectivas futuras.

Os mecanismos de agdo do carvacrol sobre o sistema cardiovascular (figura 2),
demonstram principalmente propriedade anti-hipertensiva e cardioprotetora. Entretanto, no que
diz respeito a essas propriedades, ainda existem perguntas importantes a serem respondidas.
Pode-se observar que apenas dois trabalhos se propuseram a investigar o efeito hipotensor, anti-
hipertensivo do carvacrol usando um modelo de hipertensdao espontanea, o que mimetizaria
melhor o modelo de hipertensdo em humanos, e destes, apenas um demonstrou nesse modelo

uma agdo cardioprotetora, o que projeta um campo aberto para posteriores investigacdes.

Outro ponto relevante, ¢ a via de administragdo e o tempo de exposi¢do ao
carvacrol, uma vez, com excecao de dois trabalhos, todos outros fizeram veiculagdo via
intravenosa e/ou intraperitoneal, demonstrando a necessidade de continuar as investigagoes da

via oro-gastrica, bem como as respostas cronicas do tratamento. Isso ¢ importante, porque o
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ideal de toda droga € que ela seja autoadministrada pelo seu usuario; nesse sentido, a via oro-

gastrica se apresenta mais vidvel.

Em relagdo aos trabalhos que analisaram o efeito hipotensor e anti-hipertensivo do
CAR, em alguns foram mostrados efeitos significativos sobre a frequéncia cardiaca e pressao
arterial, entretanto os mecanismos envolvidos na bradicardia observada ndo foram bem
descritos, havendo a necessidade de se investigar melhor esses mecanismos, podendo analisar
se 0 CAR pode estar envolvido de alguma forma com alteracdes na sensibilidade barorreflexa
e modulacdo do sistema nervoso autdnomo, além de mecanismos de regulacdo pressorico a

longo prazo, como o Sistema Renina-Angiotensina-Aldoesterona.
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New Findings
What is the central question of this study?

The central question of this study was to associate two non-drug therapies, carvacrol and
aerobic physical training, in order to demonstrate additive effects on the reduction of
cardiovascular risks and control of arterial hypertension.

What is the main finding and its importance?

Our main findings demonstrate that the oral use of carvacrol can control sustained hypertension
in SHR, and when this use is associated with aerobic physical training, we can have a more
pronounced effect on the reduction pressure values, making these therapies an adjunct option
in the drug treatment of hypertension.

Abstract

Systemic arterial hypertension is considered the foremost cardiovascular risk factor, and it is
necessary 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 cardiovascular 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 and six groups: normotensive
control (Wistar), hypertensive control (SHR), positive control treated with amlodipine (Aml-
20mg), treated with carvacrol (Carv-20mg), trained with exercise (Exer), and treated with
carvacrol (ExerCarv). The treatment lasted for four weeks, monitoring heart rate and systolic
blood pressure (SBP) measurements. At the end of the treatment, vascular reactivity tests were
performed in addition to biochemical measurements of urea, creatinine, AST, ALT,
triglycerides, total cholesterol, HDL-C, LDL-C, VLDL-C, atherogenic indexes, relative heart
weight, and histopathological analysis of cardiac perivascular tissue. Significant reductions in
SBP were observed after the training period, with ExerCarv showing a greater magnitude of
reduction (A SBP = 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. Findings indicated that the interaction between aerobic exercise
and carvacrol offers a greater BP reduction, which is particularly efficient for controlling
biochemical parameters of cardiovascular risk, regardless of carvacrol use.

Keywords: Aerobic exercise, carvacrol, hypertension and cardiovascular risk.



63

1. Introduction
Systemic arterial hypertension (SAH) is a chronic non-communicable disease
known for its multifactorial and polygenic character. SAH is highly prevalent worldwide,
irrespective of the country's degree of development (Williams et al. 2018). SAH is largely
associated with aging, heredity, and behavioural factors (e.g. bad diet, smoking, alcoholism,
and physical inactivity) that, when linked with lipid and glycaemic disorders, exponentially

increase the risk of cardiovascular disease (Mills et al. 2016; Williams et al. 2018).

The use of antihypertensive and antilipidemic drugs to control SAH and associated
risk factors is a method which has already been verified by science. However, new non-drug
therapies are being investigated which can bolster treatment and reduce drug use and thus
treatment costs. In this context, carvacrol appears as a study option as the use of phytochemicals

as complementary medicine is prevalent worldwide and well accepted locally.

Carvacrol is a phenolic monoterpene (C10H140), present in the essential oils of
many plants (Origanum vulgare, Origanum marjorana, Nigella sativa, and Tequila) (Vera &
Chane-Ming, 1999; Calixto, 2000), which shows great potential as antihypertensive,
antilipidemic, and cardioprotective (Aydin ef al. 2007; Aristatile ef al. 2009; Caponi et al. 2013;
Dantas et al. 2015; Feketa & Marrelli, 2015; Testai et al. 2016; Chen et al. 2017; Locatelli et
al. 2017; Jambhiri et al. 2019). However, these effects have not yet been observed in models of

spontaneous hypertension using orally administered carvacrol.

Aydin et al. (2007) observed the antihypertensive effect of carvacrol in animals
with hypertension induced by L-NAME, an inhibitor of nitric oxide synthase. Then Dantas et
al. (2015) indicated that carvacrol reduces blood pressure (BP) by blocking voltage-dependent
calcium channels, promoting vasorelaxation. Caponi et al. (2013), on the other hand, managed
to reverse metabolic syndrome after 21 days of treatment with carvacrol. While Chen et al.
(2017), Locatelle et al. (2017), and Jambhiri et al. (2017), added a cardioprotective property to
carvacrol and observed a decrease in collagen deposition in the myocardium, reduction of the

infarction area in animals previously treated with carvacrol, and reduced oxidative stress.

Another therapy that can assist in the treatment of SAH and other cardiovascular
disorders is physical training. The European Society of Cardiology guide notes the changes in
lifestyle for patients with BP staying in the normal - high range (SBP between 130 - 139 mmHg
and DBP between 85 - 89 mmHg) (Williams ef al. 2018). Therefore, adherence to physical



64

training programs combined with pharmacological treatment seems to be a promising path for
the treatment of SAH, alongside lipid parameters associated with increased cardiovascular risk

(Caponi et al. 2013; Maida et al. 2016; Andrade ef al. 2018).

A recommendation adopted as the first option in antihypertensive therapy is aerobic
training, which stimulates adaptations to the cardiorespiratory system and has been deemed
efficient in prevention, in addition to the non-pharmacological treatment of SAH, diabetes,
dyslipidaemia, and metabolic syndrome (Caponi ef al. 2013; Andrade et al. 2018; Jakovljevic
et al. 2019; Almeida et al. 2020). Physical training promotes a reduction in BP levels, acting in
many different ways. In neurons, it stimulates veins to relax and increase the synthesis of nitric
oxide (Blanco-Rivero et al. 2013; Larsen & Matchkov, 2016). In hormones, it reduces the
synthesis of angiotensin II and increases the antagonists of this hormone, such as angiotensin
(Almeida et al. 2020). On the neuronal level, physical training improves baroreflex sensitivity,
reduces sympathetic hyperactivity, and increases parasympathetic modulation (Dias et al.

2017).

The combination of aerobic training and medication is already acknowledged as
positive in the treatment of SAH and other cardiovascular disorders (Maida et al. 2016; Harper
et al. 2019). There is however a paucity of studies which assess aerobic training alongside the
daily use of carvacrol orally to control SAH and reduce cardiovascular risk in spontaneously
hypertensive animals. The aim of this study was to investigate the effects of treatment with
carvacrol combined with aerobic exercise on hypertensive rats using cardiovascular risk
parameters, through the evaluation of hemodynamic, biochemical, and histopathological

parameters.

2. Method
2.1 Ethical Approval

Adult male rats, Rattus norvegicus, Wistar and spontaneously hypertensive (SHR),
weighing 198 g + 20.65 and 90 days old, were obtained from the bioterium of the UFMA for
the experiment. The animals were housed with controlled temperature (22 + 2°C) and lived in
a 12 h light-dark cycle and humidity ranging from 55 — 65 %. Water and industrialised dry food
(Nuvilab ®, Parand, Brazil) were available ad libitum. This study was carried out in strict
accordance with the recommendations of the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals

of the National Institutes of Health(Health, 1985). The experimental protocols were submitted
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to and approved by the Ethics Committee on the Use of Animals from the Federal University
of Maranhdo (CEUA - UFMA) under registration number 23115.004102/2019-21.

2.2 Experimental Design
Prior to the start of the experiment Wistar (n = 6) and SHR (n = 30) rats were kept
for a period of 15 days to allow them to adapt and were monitored throughout and during the
experiment. Then the animals were habituated to the interventions: gavage (oral
administration), container for measuring caudal BP (15 days), and treadmill (06 days). Lastly,

the SHR were randomly divided into different groups (sex animals/group):

a. Normotensive control, treated only with sorbitol (Wistar)
b. Hypertensive control, treated only with sorbitol (SHR),
c. Positive control, SHR animals treated only with amlodipine (Aml-20mg),
d. Group treated with carvacrol only (Carv-20mg),
e. Group treated only with physical exercise (Exer.),
f. Group treated with exercise and carvacrol (20mg/kg/day), concomitantly (ExerCarv.).
The experimental design is shown in figure 1.
Gavagem, conlf:nder Carvacrol and Amlopipine Blood collection, organs
and treadmill ) (20mg/kg/day), blood pressure and in vitro vascular
f \ measurement | | reactivity assay
Familiarization " Y I
Treatment — four weeks .Euthanasia and experiments "
| |
Adaptation to Maximum (Aerobic phvsical e deratd | .
the vivarium performance test ‘Aerobic physical training - moderate Histopathological
intensity (60 min / day; 6x/week) and biochemical
analysis

Figure 1: Experimental design

Inclusion criteria: SHR (SBP > 170 mmHg) and normotensive rats of the same age were

included.

Exclusion criteria: Animals that failed to complete the physical training program were
excluded. Only one animal was not able get through the adaptation process on the treadmill,

and therefore was not included in the group that completed the physical training program.

All considerations regarding the animals’ wellness were taken into account,

including monitoring signs of toxicity and efforts to minimise distress, as well as the use of
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ketamine and xylazine anaesthetics (via intraperitoneal). In all protocols, the animals were

euthanised by gradual exposure to CO: (by gas inhalation).

2.3 Reagent and Drugs
Norepinephrine hydrochloride, Sorbitol, and Carvacrol were purchased from Sigma
Chemical Co. (St Louis, MO, USA). All other chemicals were of high analytical grade purity

from Merck Darmstadt.

2.4 Treatment Protocol

Before beginning the training protocol, the animals were familiarised with the
treadmill (IMBRAMED), without using electric shock, for seven days (30 minutes/day at
8m/min). On the tenth day, they performed a maximal stress test on a treadmill. This started at
5 m/min, with zero degree of inclination and increments of 3 m/min every 3 minutes until each
animal was fatigued. Fatigue was defined and the test was interrupted when the animals could
not keep up with the speed of the treadmill, as already described in the studies of Roque et al.
(2013), Qiu et al. (2018), and Ye ef al. (2019). Only the animals in the Exer and ExerCarv
groups performed the physical training program, which consisted of four weeks of moderate-
intensity aerobic exercise (55 to 70% of the maximum speed obtained in the maximum effort
test) performed on a treadmill, with five minutes of warm-up and 55 minutes/day of training,
using an adaptation of the continuous aerobic training program described by Jakovljevic et al.
(2019), which consists of five days of habituation (Monday to Friday — 30 min/day [8 m/min])
and four more weeks of training (6x/week; 55 min/day), always starting with five minutes of
warm-up (8 m/min). The training intensity increased every week: Week 1: 10 m/min; Week 2:

12 m/min; Week 3: 13 m/min; and Week 4: 15 m/min.

The intervention in the Wistar and SHR groups consisted only of the administration
of 1 ml/day of sorbitol orally. The Aml group was treated with 20 mg/kg/day of oral amlodipine.
The Carv and ExerCarv groups were treated with doses of 20 mg/kg/day of carvacrol. The
groups that performed exercise (Exer and ExerCarv) followed the training protocol shown in
table 1. At the end of the experiment (day 31), the animals were anesthetised (50 mg/kg

ketamine and 10 mg/kg xylazine, i.p.) for subsequent experimental procedures.

2.5 Effect of Prolonged Treatment on the BP and Heart Rate
Hemodynamic parameters were obtained as detailed by Ribeiro et al. (2014), with

modifications. MAP (mean arterial pressure), SBP (systolic BP), DBP (diastolic BP) and heart
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rate (HR) were registered using the indirect tail-cuff plethysmography method. According to
this protocol, an appropriately sized occlusion cuff was placed around the tail of the animals
and connected to a plethysmograph (LE 5001 Pressure Meter, Panlab, Cornella, Spain). An
average of three measurements were obtained for each animal. For BP measurement, the
animals were warmed up to 42°C for 3 min in a confinement cage. The animals were first
submitted to a period of adaptation for 15 days prior to the experiments and only SHR with an
SBP > 170mmHg were selected for this study. Animal weight and food intake were determined
weekly. The treatment of the animals was always preceded by BP measurements over the four

weeks.

2.6 Effect of Prolonged Treatment on Vascular Reactivity

At the end of the treatment, preparations of the mesenteric artery were obtained as
detailed by Ribeiro et al. (2018), and ring segments (3 to 5 mm) of the superior mesenteric
artery were placed between stainless steel wires (50 um in diameter) and immersed in an organ
bath chamber (5 mL) containing Krebs nutritive solution (118 mM NaCl, 5 mM KCI, 1.2 mM
MgCl2, 1.2 mM NaH2PO4, 15.5 mM NaHCO3, 2 mM CaCl2, and 11mM glucose, pH 7.4) at
37°C, equilibrated with 5% CO2/ 95% O2. The preparations were first equilibrated under the
tension of 1.0 g and washed at intervals of 10 min, for 60 min. Changes in the isometric tension
of the preparations were measured with an isometric force transducer (PowerLab,

ADInstruments Pty. Ltd., Sydney, Australia).

After 60 min of successive washes, the cumulative dose-response curves to NE (10-
9 to 10-4 M) were constructed. To evaluate the antagonistic action of carvacrol against Ca*",
the vascular tissue was stabilised with a Krebs nutritive solution. After 30 min, the fluid from
the preparation was replaced with a Ca>-free Krebs solution (60 mM K, nominally Ca?" free).
Additionally, after 30 min of successive washes, the basal tone was recovered, allowing to
obtain cumulative concentration-response curves to CaCl, (10 to10 M). The concentration
necessary to elicit 50% of the maximum response (ECso) was determined using a nonlinear
regression analysis. The negative logarithms of the ECso values (pD2) were used for statistical
analysis. In the experiments involving high extracellular K*, Krebs solution containing 60 mM

KCl was prepared by replacing an equimolar concentration of NaCl with KCI.
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2.7 Biochemical Analysis

The animals were fasted for 12 hours until the blood collection process for
biochemical analysis. Blood for glucose analysis was obtained through a cut at the tip of the
animals’ tail, moments before anaesthesia. This was analysed by a digital glucose monitor On
Call® Plus, using specific reactive tapes. Then the animals were anesthetised and their blood
was collected from the abdominal artery of anesthetised rats into tubes without anticoagulant
and centrifuged at 3,500 rpm for 10 min to separate the serum. Creatinine, urea, total proteins,
albumin, aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), total cholesterol
(TC), triglyceride (TG), and HDL-cholesterol were estimated using standard assay kits (Labtest
®, Sao Paulo, Brazil). The readings were performed on a semiautomated analyser (Bioplus-

2000).

Low-density proteins (LDL), very low density (VLDL), as well as atherogenic
indices were estimated using the following equations: [LDL] = (CT - HDL) - (TG/S); [VLDL]
=TG/5; Atherogenic indices: 1) TC/HDL and 2) TG/HDL.

2.8 Treatment Effect on Estimation of Cardiac Hypertrophy
The heart was removed and washed with ice-cold saline. The dry heart was weighed
to obtain the heart weight-to-body weight ratio adapted from subsequent histopathological
analysis. Myocardial tissue fixed in buffered formalin was processed for paraffin embedding,
sectioned at 5 pm, and mounted on microscope slides. The slides were photographed under an
Olympus U-TU1X-2 camera connected to an Olympus CX41 microscope (Tokyo, Japan) to

evaluate histoarchitectural changes in the myocardium.

2.9 Statistical Analysis

After confirming the homogeneity and homoscedasticity of the data through the
application of the Shapiro-Wilk test, the data were presented in terms of mean and standard
deviation. To observe the effect of the treatment and treatment time on BP, a two-way ANOVA
was applied, as well as a nonlinear regression analysis to determine differences between the
concentration-response curves and calcium and noradrenaline. Thereafter, for biochemical
variables and organ relative weight, a one-way ANOVA along with a Tukey post-hoc was used.
Finally, Pearson's linear correlation was applied to observe an interaction between the relative
weight of the heart and the systolic and mean arterial pressure. The software used was GraphPad

Prism 5.0, and significance was set at p < 0.05.
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3. Results
3.1 Effect of Treatment on Weight Variation and Feed Consumption
It is observed that none of the interventions modified feed intake and linear weight

gain over the weeks of treatment (data presented in complementary materials).

3.2 Effect of Treatment on Physical Performance
Concerning the comparison of physical performance (distance covered in meters)
between the baseline and post-training moments in all groups, it can be seen that only the
groups, Exer and ExerCarv, who participated in the physical training program, improved their
ability to run, increasing their performance by 106.6% (Baseline: 313.8 + 15.7 meters, Post-
training: 667.5 = 29.5 meters) and 101.9% (Baseline: 334.7 + 36.8 meters, Post-training: 673.5
+ 49.4 meters), respectively. There was no change in the physical performance of the other

groups.

3.3 Effect of Prolonged Treatment on BP and HR

Figure 3 shows the behaviour of HR, as well as the magnitude of reduction in SBP
over the four-week treatment. There was no significant difference in HR between groups during
this period. However, the reduction in SBP in the treated groups occurred from the first week
of treatment until the end of the protocol, during which the ExerCarv group experienced greater
magnitudes of reduction than the other groups, especially after the last week of treatment (ASBP
week 4, Wistar: -1 = 13.5 mmHg, 1%; SHR: 2 = 15.03 mmHg, 1%; Aml-20mg: -67 = 7.2
mmHg, 35%; Carv-20mg: -56 + 12.4 mmHg, 19%; Exer: -51 +£ 10 mmHg, 26% and ExerCarv:
-88 = 10 mmHg, 42%); this suggests an antihypertensive effect on this phytochemical, possibly
due to a time-dependent reduction mechanism. The positive control group (Aml-20mg) showed
results similar to the ExerCarv group only in the third week of treatment, demonstrating that
the combined treatment (ExerCarv) was more efficient. Data regarding delta values of diastolic
blood pressure (DBP) and mean arterial pressure (MAP) are available in the complementary

material.
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Mean =+ SD; A, absolute heart rate values; B, delta (A) values of SBP; SBP, systolic blood pressure; Wistar,
normotensive control group; SHR, hypertensive control group; Aml-20mg, positive control group treated with
amlodipine; Carv-20mg, Carvacrol group; Exer., Exercise group; ExerCarv., Exercise + Carvacrol group; #
compared to the previous week; * compared to all groups; + compared to ExerCarv group; two-way ANOVA
repeated measures, p < 0.05.

Figure 2: Effect of treatment on SBP and HR in SHR
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3.4 Effect of Prolonged Treatment on Vascular Reactivity
Carvacrol exerted its antihypertensive effect, which interfered with the contractile
mechanisms of the vascular musculature, causing rings of mesenteric arteries to isolate from
animals treated by gavage for 30 days with 20 mg/kg carvacrol. Cumulative curves were
constructed for norepinephrine (NE) or calcium (Ca*"). The results regarding vascular reactivity

are shown in Figure 3.

In the cumulative curves for NE (figure 3 - graph A) or Ca*" (figure 3 - graph B),
there was a reduction in Emax (g/tension) for the Aml-20mg, Exer, and ExerCarv groups,
shifting the curve to the right (figure 3): Emax - NE (Wistar: 0.9 + 0.2; SHR: 1.0 £ 0.2; Aml-
20mg: 0.5 = 0.1; Carv-20mg: 0.6 = 0.1; Exer: 0.3 £ 0.1 and ExerCarv: 0.4 + 0.1), Emax - Ca’"
(Wistar: 1.1 £0.1; SHR: 1.1 £0.1; Aml-20mg: 0.5 + 0.1; Carv-20mg: 0.5 + 0.1; Exer: 0.5 £ 0.1
and ExerCarv: 0.4 + 0.1).

A B
1.5+
1.5- '
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- SHR Bel v
% i -©- Aml-20mg
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Mean = SD; A, concentration-response curve for norepinephrine (NE); B, concentration-response curve for
norepinephrine (Ca%"), calcium; Wistar, normotensive control group; SHR, hypertensive control group; Aml-
20mg, positive control group treated with amlodipine; Carv-20mg, Carvacrol group; Exer., Exercise group;
ExerCarv, Exercise + Carvacrol group; *, compared to Wistar and SHR groups, nonlinear regression (p < 0,005).

Figure 3: Concentration-response curve for norepinephrine and calcium in mesenteric arteries

of SHR

3.5 Effect of Treatment on Serum Biochemical Parameters
Table 1 shows the values for the biochemical measurements in terms of mean +
standard deviation (TC, TG, HDL, LDL, VLDL, TC/HDL, TG/HDL, urea, creatinine, ALT and
AST). Daily treatment with carvacrol (20 mg/kg) reduced the levels of LDL cholesterol and
triglycerides only, with LDL cholesterol being lower than that observed in the Wistar, SHR,



72

and Aml groups. However, physical exercise promoted more comprehensive changes compared
to treatment with carvacrol alone, reducing triglycerides, total cholesterol, non-cholesterol
HDL, LDL cholesterol, VLDL cholesterol, and increasing HDL cholesterol levels. No
difference between the Exer and ExerCarv groups were found, with their effects being more

important than any of the other treatments.

It was also observed that the Aml-20mg, Carv-20mg, Exer, and ExerCarv groups
had a reduction in the TC/HDL index, while the TG/HDL index was sensitive only to
interventions in the Carv-20mg, Exer, and ExerCarv groups. These last two groups experienced
a similar effect, exhibiting a greater magnitude of TG/HDL reduction when compared to the

Carv-20mg group, which indicates the absence of a cumulative effect in the ExerCarv group.

Regarding renal and hepatic parameters, the treatment was effective in reducing
serum levels of urea and AST, indicating an improvement in renal and liver function in the
Aml-20mg, Carv-20mg, Exer, and ExerCarv groups. There were no significant changes in ALT

levels.

Table 1. Effect of treatment on serum biochemical parameters in SHR

Wistar SHR Aml-20mg Carv-20mg Exer ExerCarv
TG (mg/dl) 67.9£13.7  79.0+14.3 63.5+16.4 60.2+15.5" 41.0£3.2"%  40.2+6.5™
TC (mg/dl) 62.7£19.0  53.7+4.5 51.2+£2.6 54.04£2.9 49.2+4.0% 48.7+2.5%
HDL (mg/dl) 25.0+£5.3 20.7+2.4 21.246.2 22.7+5.7 27.0+3.2° 26.0+4.1
LDL (mg/dl) 38.3+17.3  29.2+10.0 28.5+5.1 22041 21.0£2.66™  22.5+3.4#
VLDL (mg/dl) 13.6+2.7 15.842.9 14.4+4.7 12.04£3.1 8.2+0.6" 8.0+1.3"
TG/HDL (mg/dl) 2.740.3 3.8+0.6" 2.9+1.2 2.2+0.6" 1.5+0.3" 1.6+£0.2°
TC/HDL (mg/dl) 2.5¢0.8 2.6+0.2 2.2+0.2" 2.240.2" 1.8+0.3"# 1.94+0.3"#
Ureia (mg/ml) 58.5£14.5  59.1£9.6 47.9+8.0"* 47.6+7.2" 47.9+5.6"%  48.4+8.8"
Creatinina (mg/ml) 0.8+0.05  0.5+0.05* 0.5+0.05* 0.5+0.1* 0.5+0.05" 0.4+0.1%
ALT (UL/T) 60.7+6.4 67.6+8.2 61.6+7.4 62.2+7.5 62.0+£3.2 63.9+7.8
AST (UL/T) 127.5+£6.5° 174.6x£4.6* 162.2+4.0"* 163.0+2.5% 160.2+£2.5™  161.4+4.9"

Mean + SD; Wistar, normotensive control group; SHR, hypertensive control group; Aml-20mg, positive control group treated
with amlodipine; Carv-20mg., Carvacrol group; Exer., Exercise group; ExerCarv., Exercise + Carvacrol group; *, compared
to SHR group; #, compared to Wistar group; , compared to Aml; One Way ANOVA p <0.05.

3.6 Treatment Effect on Estimation of Cardiac Hypertrophy
The measurement of the relative weight of the heart (g/100g) provided the
visualisation of an estimate of cardiac hypertrophy presented in the SHR group (Wistar: 0.4 +
0.03; SHR: 0.5 £ 0.02; Aml-20mg: 0.4 = 0.02; Carv-20mg: 0.4 + 0.03; Exer: 0.4 = 0.02 and
ExerCarv: 0.4 £ 0.03) when compared to other groups. The relative weight of the heart in the
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SHR group correlated strongly and positively with the absolute SBP values, r = 0.8, p =0.0001

(absolute SBP values are available in the complementary material).

The results of the histopathological analysis (Figure 4) show that there were no
inflammatory or degenerative changes in all groups in this study. On the other hand, the SHR
group exhibited hypertrophy of the tunica media of the cardiac arteries, characterised by smooth
muscle hypertrophy, in addition to an increase in the ratio between its thickness and the total
diameter of the arteries. The frequency and severity of injuries were higher in this group, with
a reduction in these changes particularly observed in animals treated with amlodipine (Aml-

20mg), exercise (Exer), and exercise plus carvacrol (ExerCarv). The healthy animals, Wistar,

presented normal tissue architecture and no histopathological changes.

Carv-ZOmg : ExerCarv

Wistar, normotensive control group; SHR, hypertensive control group; Aml-20mg, positive control group treated
with amlodipine; Carv-20mg., Carvacrol group; Exer., Exercise group; ExerCarv., Exercise + Carvacrol group.

Figure 4: Qualitative analysis of cardiac tissue in SHR

4. Discussion
Based on previous results showing the chronic and acute effects of aerobic exercise

on BP reduction, as well as acute responses on hemodynamic parameters after the intravenous



74

and intraperitoneal administration of carvacrol in normotensive rats, it was hypothesised that
combining a treatment with aerobic exercise and carvacrol could potentiate the reduction of BP
and cardiovascular risk parameters in SHR. Our results point to the positive effects of all

proposed interventions, with the ExerCarv group experiencing greater reductions in BP.

Hemodynamic responses observed in isolated treatments are already recurring in
the literature (Dantas et al. 2015; Maida et al. 2016; Jakovljevic et al. 2019). In the present
study, treatment with amlodipine (Aml) and carvacrol (Carv) had their most important effects
on BP after the fourth week of treatment. Both amlodipine and carvacrol are antagonists of
calcium channel receptors and both equally decreased vascular reactivity to different
concentrations of calcium and norepinephrine, leading to a reduction in BP. Additionally,
amlodipine and carvacrol were administered orogastrically with no liver and kidney toxicity,
making these results an important discovery. To our knowledge, there are no existing studies
that have treated hypertensive animals with carvacrol using this route of administration,

demonstrating positive hemodynamic effects with the preservation of specific organ function.

The effects of carvacrol on BP are already known, although they refer to
intraperitoneal and intravenous administrations in normotensive animals, leading to
hypotension in treated animals (Aydin ef al. 2007; Dantas et al. 2015; Feketa & Marrelli, 2015).
In the research by Dantas et al. (2015), concentrations of 1, 5, 10, and 20 mg/kg of carvacrol
were administered intravenously, with an acute dose-dependent BP reduction. These authors
also demonstrated the main mechanism of carvacrol action, through in vitro experiments of
vascular reactivity, observing effects mainly on voltage-dependent transient calcium receptors
(Cays). These data, together with those of Aydin et al. (2007), Peixoto et al. (2018), and Testai
et al. (2016), support our results which observed reductions in vascular tension in animals

treated with carvacrol.

Regarding the hemodynamic response to aerobic training, the protocol adopted was
efficient to normalise the BP of hypertensive animals after four weeks. This sub chronic
adaptation was also observed in the study by Jakovljevic et al. (2019), which compared the
effects of continuous and interval aerobic training of moderate intensity for four weeks; we use
the same continuous aerobic training protocol as Jakovljevic ef al. (2019). Nevertheless, Petriz
et al. (2015), did not observe BP regularisation after four weeks of aerobic training. This is

because the pre-exercise and/or training hemodynamic condition is one of the main factors that
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determine the magnitude of BP reduction after exercise and/or training (Bocalini et al. 2017).
Petriz et al. (2015) noted that the animals started the training program with a baseline SBP of
170 mmHg, whereas in our work the animals started physical training with 194 mmHg (Exer)
and 210 mmHg (ExerCarv) of SBP; this may be one of the possible explanations for the

differences between the results found in both studies.

Our study is the first to investigate the combined effect of aerobic physical training
with the concomitant use of carvacrol. The effects of this combination (ExerCarv) were
sufficient to normalise BP, providing a greater magnitude of reduction than any of the other
treatments. Understanding that aerobic exercise promotes systemic adaptations, such as
decreased vascular tension, by reducing the influx of calcium into the cell (Qiu ez al. 2018;
Chen et al. 2019), and increased production of nitric oxide (Blanco-Rivero et al. 2013), as well
as neurohormonal adaptations, via decreased sympathetic hyperactivity and increased
baroreflex sensitivity (Moraes-Silva et al. 2010; Dias et al. 2017; Ferreira-Junior et al. 2019),
it can also decrease the synthesis of angiotensin II and its vascular effects (Almeida et al. 2020;
Magalhaes et al. 2020; Oliveira et al. 2020). We believe that these systemic adaptations to
exercise, combined with the reduction of vascular tension caused by the blocking calcium
channels by carvacrol, may have attributed to the pronounced effects observed in the ExerCarv
group. These findings are observed in studies that combined exercise with other
antihypertensive drugs. Maida et al. (2016) compared groups of SHR who underwent 10 weeks
of aerobic training combined with the use of amlodipine and enalapril, indicating normalisation
of BP from the fifth week of treatment, with more effective responses for groups treated with
exercise and antihypertensive drugs. They reiterated that the combination of antihypertensive

drugs with exercise is more efficient in treating SAH.

In terms of the biochemical markers of cardiovascular risk, one of the first studies
to demonstrate the effect of carvacrol was the research of Aristatile et al. (2009), which after
21 days of treatment with carvacrol (20, 40 and 80 mg/kg) observed significant reductions in
markers of liver injury, bilirubin, AST, and ALT. Significant reductions in VLDL-C, LDL-C,
total cholesterol, and triglycerides and considerable increases in HDL-C were also observed,
having greater effects for the concentration of 20 mg/kg. In a more recent study, Abd El Aal et
al. (2017) presented improved outcomes from a treatment combining carvacrol with simvastatin
to reduce and regulate lipid parameters. They concluded that the use of carvacrol for these

purposes potentiates the effect of hypolipidemic drugs, which makes it efficient and safe. Kim
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et al. (2013) attribute a hepato-protective property to carvacrol. When observed in mice
supplemented for 10 weeks with diets rich in lipids, carvacrol significantly reduced all

biochemical parameters of liver cell damage, lipid profile, and inflammatory parameters.

The studies cited partially corroborate our findings, which also observed the
preservation of liver and kidney function, as well as a reduction in atherogenic indices and some
lipid parameters. However, we did not identify improvements in total cholesterol, non-HDL

cholesterol, HDL-C, and VLDL-C levels in animals treated solely with carvacrol.

The administration route used by us (orally) may have provided lower plasma
bioavailability of carvacrol when compared to other studies (intraperitoneal or intravenous),
which could explain the more discreet effects of carvacrol on lipid modulation found in our
study. In contrast, the ExerCarv group showed significant improvements in all parameters
analysed. The treatment periods used in previous studies were longer than that proposed in our
experimental design, which may partially explain the more attenuated changes in the lipidogram

experienced by the Carv group in our research.

Dietary changes and physical exercise can modulate the metabolic profile, and this
combination is widely used as an effective strategy for the treatment of diabetes, dyslipidaemia,
and metabolic syndrome (Caponi ef al. 2013; Andrade et al. 2016; Kazeminasab et al. 2017).
Corroborating our findings, Kazeminasab ef al. (2017), who trained Wistar rats for four weeks,
observed an increase in HDL-C and significant reductions in LDL-C, total cholesterol (TC),
TC/HDL, and LDL-C/HDL-C, as well as decrease in the activity of the nuclear transcription
factor LXRo., which is related to the synthesis of cholesterol. Our results support the hypothesis
that four weeks of moderate-intensity aerobic physical training benefits lipid modulation,
regardless of carvacrol use, since there were no differences between the Exer and ExerCarv

groups.

Other cardiovascular risk factors studied in this research were cardiac hypertrophy
and atherogenic indexes generated from the lipidogram of these animals. The increase in the
relative weight of the heart was positively correlated with SBP, showing that untreated
hypertension increases cardiovascular risk, as this hypertrophy is pathological and can lead to
heart failure (Locatelli et al. 2017). Locatelli et al. (2017) demonstrated similar results, showing
a greater cardiac mass in the SHR group at the expense of the other treated groups. In this study,

it was possible to observe the cardioprotective role attributed to aerobic physical training, since
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the trained animals had less replacement of Type III collagen by Type I, at the level of the left
ventricle, as well as a smaller diameter of the cardiac fibres. In our study, the histopathological
analysis of cardiac perivascular tissue indicates a pattern of normality in all groups, except the
SHR group, which mainly presents hypertrophy of the tunica media of the cardiac arteries. This
suggests that treatment alone, with carvacrol or combined with exercise, appears to be an

effective non-drug strategy for both alleviating hypertension and improving cardio protection.

The cardioprotective role of carvacrol is already known, as per Yu, Liu & Zhu
(2013), who reported decreases in the infarction in Wistar rats, as well as a decrease in cardiac
injury markers, CK, CKMB, ¢TnT, and LDH. Chen et al. (2017) also observed a reduction of
infarction in animals treated with carvacrol, while Jambhiri et al. (2019) reported decreased
cardiac fibrosis and cardiomyocyte size. The aforementioned studies commonly use the
intraperitoneal route for the administration of carvacrol; this renders an important
pharmacological characteristic to our results, which is the patient's ease of self-medication,
since we use the orogastric route for treatment with carvacrol. Therefore, both carvacrol and
aerobic physical training are important non-pharmacological measures capable of reducing BP

and other cardiovascular risk factors.

5. Conclusion
The use of orogastric carvacrol is effective in treating hypertension in SHR.
However, the interaction between aerobic exercise and carvacrol offers a larger BP reduction.
We also concluded that a moderate intensity aerobic training program is more efficient in terms

of controlling biochemical parameters of cardiovascular risk, regardless of carvacrol use.

6. Limitations
This study has some limitations that affect our discussions and conclusions. The
indirect method of measuring BP and HR may have impaired the accuracy of HR
measurements, which may have consequently prevented us from observing the treatment effects
on this variable, as already demonstrated by other studies. Failure to quantify the plasma
bioavailability of carvacrol is also a limiting factor; additionally, inability to quantify the rates
of injury and cardiac hypertrophy in histopathological analyses limited our inferences about

these results.
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COMPLEMENTARY RESULTS
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Wistar, normotensive control group; SHR, hypertensive control group; Aml, positive control group treated with
amlodipine; Carv, Carvacrol group; Exer., Exercise group; ExerCarv., Exercise + Carvacrol group; *, compared
to the other groups, Two Way ANOVA, p <0.05.

Figure: Effect of Treatment on Weight Variation and Feed Consumption
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values of MAP; DBP, mean arterial pressure; Wistar, normotensive control group; SHR, hypertensive control
group; Aml-20mg, positive control group treated with amlodipine; Carv-20mg, Carvacrol group; Exer., Exercise
group; ExerCarv., Exercise + Carvacrol group; # compared to the previous week; * compared to all groups; ¥
compared to ExerCarv group; two-way ANOVA repeated measures, p < 0.05.

Figure: Concentration-response curve for norepinephrine and calcium in mesenteric arteries of

SHR
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5. CONSIDERACOES FINAIS
Embora nossos resultados tenham demonstrado que quatro semanas de tratamento
com carvacrol tenha sido suficiente para normalizar a pressdo arterial, o mesmo resultado nao
foi observado na modulacao dos pardmetros lipidicos, levantando o questionamento de que o
tempo de tratamento ou a dose (20 mg/kg) seriam insuficientes para este fim. Contudo, o
treinamento aerdbio tanto potencializou a redug@o da pressao arterial nos animais tratados com

carvacrol, quanto modulou todas as varidveis lipidicas analisadas.

Em relagdo aos efeitos sobre a pressdo arterial e remodelamento cardiaco, sdo
necessarios mais estudos que possam investigar o efeito da associagdo entre treinamento
aerobio e carvacrol sobre a sensibilidade barorreflexa e sobre pardmetros quantitativos de
hipertrofia cardiaca, bem como investigacdo molecular das vias de remodelamento cardiaco,
verificando principalmente se esse tratamento atenua a atividade do sistema renina
angiotensina, através da reducdo da expressao de AT R (receptor para angiotensina II) e sintese
de Ang II, o que poderia diminuir a proliferacdo de cardiomidcitos, bastante observada em

modelos cronicos de hipertensao.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS
Os resultados obtidos até o presente momento, apontam principalmente para um

efeito vascular do carvacrol que quando combinado ao treinamento aerdbio, juntos
potencializam a reducdo da pressdo arterial. Contudo, a fim de entender melhor essa resposta
pressorica aumentada no grupo ExerCarv, estamos trabalhando no alcance dos seguintes

objetivos:

v" Analisar o efeito do carvacrol, de maneira isolada ou combinada ao exercicio, sobre a
expressao génica de receptores AT e Mas, em tecido cardiaco e renal;
v’ Investigar o efeito do carvacrol, de maneira isolada ou combinada ao exercicio, sobre a
atividade do sistema renina-angiotensina, através de dosagens séricas de angiotensina
I, angiotensina (1-7) e ECA.
Apds o processo de dosagem desses hormodnios e posterior andlise estatistica,

concluiremos com a redagdo e submissao de mais dois artigos.
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Abstract

Aim: To analyze the effect of the treatment with carvacrol on the cardiovascular system of
hypertensive rats in hemodynamic and vascular reactivity parameters and analysis of Mas
and Atl receptor in renal tissue Methods: twenty animals, groups: Wistar- vehicle, SHR-
vehicle, SHR - losartan (50 mg/kg) and SHR - carvacrol (20 mg/kg) were treated with
carvacrol, losartan and sorbitol (vehicle) administered by oral gavage daily for 30-day.
Results: Anti-hypertensive effect ofcarvacrol. SHR- Carvacrol (20 mg/kg) group showed
maximal effect inhibition in the curve for NE in 56%. The Emax of the curves for Ca>* were
reduced to 40.17% and 35.71% in the SHR—losartan (50 mg) and SHR-carvacrol (20 mg/kg)
groups, respectively, when compared to the SHR- vehicle. The carvacrol increased
expression of the Mas receptor Conclusion: Treatment 30-day with carvacrol showed anti-
hypertensive effect associated with decreasing peripheral vascular resistance. Also,
treatment with carvacrol (20 mg/kg) increased renal Mas.

Keywords: Carvacrol; Cardiovascular; Hypertension.
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Abstract

Aim: the objective of this study is to analyze the antihypertensive effect of carvacrol on
cardiovascular action, autonomic modulation cardiac and gene expression of Atl and Mas receptors
in the heart in spontaneously hypertensive rats (SHR). Methods: twenty animals (n =17), divided
into three groups: Wistar- vehicle, SHR- vehicle, and SHR - Carvacrol (20 mg/kg) were treated
with sorbitol and carvacrol administered by oral gavage daily for 30-day. Blood pressure,
weight, biochemical, baroreflex sensitivity, vascular reactivity, cardiac and pulmonary
histology, Mas and At1 in the renal before and after intervention were evaluated. Results: Anti-
hypertensive effect is more evident with 2-week of oral treatment with carvacrol 20 mg/kg.
SHR- Carvacrol (20 mg) group showed maximal effect (Emax) inhibition in the concentration-
response curve for NE in 63.7%. Additionally, the Emax of the concentration-response curves
for Ca®" were reduced to 63.2 % in the SHR-Carvacrol (20 mg) groups, when compared to the
SHR- vehicle. In addition, we observed a decrease in the peripheral sympathetic value of the
SHR - carvacrol 20 mg group compared to the SHR-vehicle. Baroreflex sensitivity was
increased in the carvacrol treatment group compared to the SHR-vehicle Conclusion: Treatment
30-day with carvacrol showed anti-hypertensive effect associated with decreasing peripheral
vascular resistance mediated by modulation of calcium intake. A decrease in the peripheral
sympathetic value of the SHR - carvacrol 20 mg group compared to the SHR - vehicle.
Baroreflex sensitivity was increased in the carvacrol treatment.

Keywords: Carvacrol; Baroreflex sensitivity; Hypertension.



