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INTRODUCAO.

A hipertenséao arterial sisttmica € uma condicao clinica multifatorial caracterizada por niveis
elevados e sustentados de presséo arterial. Condicao de alta prevaléncia e baixas taxas de controle,
€ um dos principais fatores de risco modificaveis e um dos mais importantes problemas de salde
publica’. Estudos com modelos animais tém-se mostrado bastante Uteis no entendimento e
tratamento de doencas cardiovasculares. O monoterpeno a-terpineol é encontrado em uma grande
variedade de plantas2 e possui diversas atividades bioldgicas: antimicrobiana®, vasorelaxante®® e
hipotensora em animais normotensos®. No entanto, sua atuacdo sobre o sistema cardiovascular de
animais hipertensos ainda é desconhecida. Dessa forma, o objetivo deste estudo é investigar o efeito
do monoterpeno a-terpineol sobre a musculatura lisa vascular de anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos hipertensos L-NAME, elucidando os possiveis mecanismos de acéo

envolvidos nas respostas obtidas.

METODOLOGIA.

Todos os protocolos foram aprovados pelo CEEA da UFPI (Protocolo n° 083/2010). Foram
utilizados ratos Wistar machos (Rattus norvegicus), pesando 250-300 g, provenientes do Biotério do
NPPM/UFPI, mantidos sob condi¢cbes controle de temperatura (24+2°C) e ciclo claro-escuro de 12
horas, tendo livre acesso & alimentacdo e agua. A hipertensdo arterial foi induzida com N®-nitro-L-
arginina-metil-éster (L-NAME, 50 mg/kg) adicionado a 4gua de beber dos animais durante sete dias,
tempo suficiente para instalacdo da hipertensio arterial’. Apés eutanasia, a artéria mesentérica
superior foi retirada e seccionada em anéis (1-2 mm) livres de tecido conectivo e adiposo. Dai, foram
mantidos em solugdo de Tyrode (pH 7,4; 37 °C), aerados por carbogénio (95% O, + 5% CO,),
suspensos em hastes de aco inoxidavel e linhas de algodao e fixados a um transdutor de forca
acoplado a um sistema de aquisicdo (AECAD 1604, AQCAD 1.4.6, AVS Projetos, SP) para registro
das tensfes isométricas. Apos estabilizacao (0,75 gf, 60 min), verificou-se a presenca do endotélio

por meio da adicdo cumulativa de acetilcolina (10 - 10”° M), sobre a pré-contragéo com fenilefrina (10
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MM); para um relaxamento superior a 60% foram considerados anéis com endotélio; relaxamento
inferior a 10%, sem endotélio”®. Depois disso, os anéis foram pré-contraidos com fenilefrina (10 uM)
ou KCI (80 mM). Na fase tbnica da contracdo, foram administradas concentracfes cumulativamente
crescentes de a-terpineol (10'° — 10 M) para obter curvas concentracdes-resposta. Para avaliar a
resposta contratil da fenilefrina na presenca de concentracdes isoladas do monoterpeno, obteve-se
uma primeira curva controle com a fenilefrina (10° — 10° M); em seguida, as preparagdes foram
lavadas e, ao retorno dos valores do ténus basal, incubaram-se, por 30 minutos, separadamente,
concentracdes de a-terpineol (10 M, 3x10* M, 10° M, 3x10° M, 10 M) e, depois, as preparacdes
foram novamente submetidas a uma adicdo cumulativa de fenilefrina (10'9 -10° M) para obtencéo de
uma segunda curva concentracao-resposta. Em seguida, fizeram-se experimentos de adicédo
cumulativa de CacCl, (10'6 — 3x10% M) na presenca de concentracdes isoladas de a-terpineol (10'4 M,
3x10™ M, 10° M, 3x10° M). O envolvimento de canais para célcio também foi verificado com a adic&o
de a-terpineol (10™*° — 10 M) sobre a pré-contracéo com S(-)-Bay K 8644 (10" M), ativador de canais
de célcio sensiveis a voltagem do tipo L (CaylL). Ainda, verificou-se o envolvimento de canais para
potassio no efeito vasorelaxante de a-terpineol com a realizacdo de protocolos em solucao de Tyrode
KCI 20 mM. Os resultados foram expressos como média + E.P.M. Utilizou-se teste “t” de Student para
avaliar a significancia entre as médias. Os valores de pD, — cologaritmo da concentracdo que
promove 50% da resposta maxima — foram obtidos através de regressdes nao-lineares das curvas
tracadas a partir dos valores percentuais das respostas obtidas pelas substancias testadas para os
experimentos in vitro. As diferengas entre os valores foram consideradas estatisticamente
significantes quando p<0,05. Em todos estes procedimentos, foi utilizado o programa estatistico
GraphPad Prism 5.03.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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FIGURA 1 - Curvas concentracdo-resposta do efeito
vasorelaxante de a-terpineol em anéis obtidos de artéria
mesentérica superior isolada de ratos hipertensos L-NAME
com (¢) ou sem (A) endotélio funcional apds contragéo por
fenilefrina e por KCI 80 mM (¥) em anéis sem endotélio. Os
valores foram expressos como média + e.p.m de 6
experimentos. "p>0,05 versus “sem endotélio”.
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FIGURA 2- Curvas concentra¢do-resposta para fenilefrina na
presenca de concentracdes isoladas do monoterpeno a-
terpineol: Controle (a); 10 M (#);3x10™ M (0);10° M ();3x10°
5 M (0);10° M (m) em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de ratos sem endotélio funcional. Os simbolos e
barras verticais representam a média * e.p.m de 5
experimentos, respectivamente. **p<0,01; ***p<0,001 versus
controle.
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FIGURA 3 - Curvas concentrac@o-resposta para CaCl, na
presenca de concentragdes isoladas do monoterpeno a-
terpineol: Controle (n); a-terpineol 10 M (¢); o-terpineol
3x10™ M (o); a-terpineol 10° M (e); a-terpineol 3x10° M (0);
a-terpineol 10> M (m) em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos sem endotélio funcional. Os
simbolos e barras verticais representam a média + e.p.m de
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FIGURA 4 - Curvas concentragdo-resposta do efeito
vasorelaxante de a-terpineol em anéis sem endotélio
vascular obtidos de artéria mesentérica superior isolada de
ratos hipertensos L-NAME ap6s contragdo por fenilefrina (o)
e por S(-)-Bay K 8644 (¢) em solucdo de KCI 20 mM. Os
valores foram expressos como média + e.p.m de 6
experimentos. "p<0,05 versus “sem endotélio”.

5 experimentos, respectivamente. **p<0,001 versus
controle.

O principal achado deste estudo foi o de que o monoterpeno a-terpineol induz efeito
vasorelaxante dependente de concentracéo e independente do endotélio vascular em preparacdes de
artéria mesentérica superior de ratos hipertensos L-NAME, provavelmente envolvendo o bloqueio de
canais para calcio e abertura de canais para potassio.

Para verificar o efeito vasorelaxante do a-terpineol sobre a musculatura lisa vascular de
ratos hipertensos L-NAME, utilizou-se fenilefrina, um agonista dos receptores o,-adrenérgicos, que
induz liberagcdo de calcio dos estoques intracelulares sensiveis a IP; e aumento do influxo de célcio
através dos canais para céalcio operados por receptor, gerando um processo contratil’. Nessas
condicdes, observou-se que a-terpineol induziu um potente efeito vasorelaxante dependente de
concentracdo e independente do endotélio vascular (FIGURA 01), sugerindo que os FRDE
provavelmente ndo estdo envolvidos nessa resposta. Em preparacdes pré-contraidas com KCI 80
mM, um agente despolarizante, observou-se também que a-terpineol foi capaz de promover
vasodilatagdo de maneira dependente de concentracéo, permitindo sugerir que ele promova alguma
acao sobre o influxo de calcio através da membrana celular. Observou-se também que concentracdes
mais altas deste composto foram capazes de inibir as contra¢gfes induzidas por fenilefrina de maneira
dependente de concentracdo (FIGURA 02); pode-se, assim, aventar a hipétese de que aja sobre a
liberagé@o de calcio dos estoques intracelulares, inibindo-a, ou inibindo o influxo de célcio através da
membrana. Para elucidar isto, utilizaram-se curvas concentracdo-resposta com cloreto de célcio em
meio nominalmente sem calcio, antes e apds a incubagdo com a-terpineol. Nessas condi¢cdes, ele
atenuou significativamente as contra¢gfes induzidas com CaCl, (FIGURA 03), sugerindo uma inibi¢éo
desse influxo de célcio. Mais que isso, haveria uma agao direta do a-terpineol sobre os Cayl, que
promove vasodilatacdo em anéis mesentéricos contraidos com S(-)-Bay K 8644, agonista direto de
CayL' (FIGURA 04). Por fim, o envolvimento de canais para potéassio foi testado em outra série de

experimentos, em solu¢do de KCl 20 mM. Dado que houve uma atenuacgéo do efeito vasorrelaxante
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de a-terpineol (FIGURA 04), pode-se sugerir que a modulacéo do efluxo de K* participe na resposta

vasorelaxante do monoterpeno™.

CONCLUSAO.

O monoterpeno a-terpineol induz efeito vasorelaxante dependente de concentracéo e
independente do endotélio vascular em preparacdes de artéria mesentérica superior de ratos
hipertensos L-NAME, provavelmente envolvendo o bloqueio de canais para célcio sensiveis a

voltagem tipo L (CayL) e a abertura de canais para potassio.
APOIO. CNPg. CAPES. FAPEPI. UFPI.
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