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RESUMO

O Alfa-Terpineol € um monoterpeno promissor para estudos relacionados a
hipertensédo devido a sua acdo na reducéo da pressao arterial em ratos hipertensos
(SABINO et al., 2013). O presente trabalho tem como objetivo analisar os possiveis
mecanismos de acdo do Alfa-Terpineol em célula de musculo liso A7r5 que possa
explicar a agéo hipotensora deste monoterpeno observada in vivo. Utilizamos cultura
celular, analise de viabilidade celular e citotoxicidade do Alfa-Terpineol através do
ensaio de MTT, extracdo de RNA e sintese de cDNA. Utilizamos o teste de viabilidade
celular MTT nos tempos de 24, 48 e 72 horas de incubagdo. Os resultados
demonstram que nos testes de citotoxicidade o Alfa-Terpineol promoveu morte celular
somente na maior concentracdo 102 M, nos periodos de 24 e 48 horas. No periodo
de 72 horas houve uma reducéo na viabilidade celular nas concentracées de 10° e
10° M e morte celular na concentracdo de 102 M. Para investigar as possiveis
alteracdes no RNAm dos receptores de adenosina A2a foi realizado a extracao de RNA
total, que foi analisado por PCR em tempo real. Foi observado um aumento
estatisticamente significativo na expressdo de RNAmM dos receptores de adenosina
Az2a no periodo de 6 horas para a concentracdo de Alfa-Terpineol de 10® M. Foi
utilizado o ensaio In Cell Western Blotting para verificar a expressédo desse receptor
nos periodos de 6, 12, 24, 48 e 72 horas, sendo que o Alfa-Terpineol reduziu
significativamente a quantidade do receptor em todos os periodos testados. Nossos
dados mostram que o Alfa-Terpineol pode exercer acdo nas células A7r5 envolvendo
0s receptores Aza de adenosina. Este estudo abre novas perspectivas de estudo do

mecanismo de acdo do Alfa-Terpineol no muasculo liso.

Palavras-chave: hipertenséo; Alfa-Terpineol; células A7r5; citotoxicidade; receptores
Aza.



ABSTRACT

Alpha-Terpineol is a promising monoterpene for studies related to hypertension
due to its action in reducing blood pressure in hypertensive rats (SABINO et al., 2013).
The present work aims to analyze the possible mechanisms of action of Alpha-
Terpineol in A7r5 smooth muscle cells that may explain the hypotensive action of this
monoterpene observed in vivo. We used cell culture, cell viability analysis and Alpha-
Terpineol cytotoxicity using the MTT assay, RNA extraction and cDNA synthesis. We
used the MTT cell viability test at 24, 48 and 72 hours of incubation. Results
demonstrate that in the cytotoxicity tests, alpha-terpineol promoted cell death only at
the highest concentration of 10-2 M, in the periods of 24 and 48 hours. Within 72 hours
there was a reduction in cell viability at concentrations of 10-°> and 103 M and cell death
at concentration of 102 M. To investigate possible changes in mMRNA of adenosine Aza
receptors, MRNA expression was evaluated by real-time PCR. A statistically significant
increase in MRNA expression of adenosine Axa receptors in A7r5 cells was observed
following 6 hour-treatment with Alpha-Terpineol concentration of 10-2 M. Using in Cell
Western Blotting assay the expression of A2a receptor was significantly reduced by
Alpha-Terpineol at all periods tested. Our data show that Alpha-Terpineol action on
smooth muscle cells may involve adenosine Aza receptors and open new perspectives

for studying its mechanism of action in these cells.

Keywords: hypertension; Alpha-Terpineol; A7r5 cells; cytotoxicity; A2a receptors.
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1. INTRODUCAO

Segundo a organizacdo mundial de saude as doencas cardiovasculares (DCVSs)
matam cerca de 17,9 milhGes de pessoas todos 0s anos, 0 equivalente a 31% de
todas as mortes globais. A hipertensao arterial sistémica, como um dos principais
fatores de risco (HLUBOKCA' et al., 2002), se apresenta com grande prevaléncia
aumentando a morbidade e mortalidade dessas doencas (MAYET & HUGHES, 2003;
RIMOLDI et al., 2014). Ja foi demonstrado que 0s niveis de pressao arterial estdo
diretamente relacionados aos riscos relativos de acidente vascular cerebral e doenca
cardiaca, por exemplo (FINOCCHI & SASSOS, 2017). A patogénese da hipertensao
e suas complicac@es inclui fatores mecanicos (aumento da presséo arterial (PA) e
aumento da resisténcia vascular periférica) e fatores hormonais (sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA), catecolaminas, etc.) (HLUBOKCA' et al., 2002).

A hipertenséo é definida como a PA elevada acima do nivel normal (ARORA et al.,
2013). Ela é classificada como priméaria (essencial) ou secundéria. Cerca de 90-95%
dos casos sao denominados "hipertensdo primaria", que se referem a presséo arterial
elevada sem causas médicas secundarias encontradas (CARRETERO & OPARIL,
2000). A hipertensdo é geralmente resultado entre a predisposicdo genética, com
fatores ambientais e de estilo de vida (BEEVERS, LIP & O’'BRIEN, 2001).

A pressédo sanguinea de um individuo depende da interacdo complexa do coragao
e vasos sanguineos. Detectar e entender anormalidades nessa interagdo é a chave
para compreender a fisiopatologia da hipertensdo (KASAL & NEVES, 2011). Um
sistema, dentro varios, envolvido na regulacdo cardiovascular € o sistema
adenosinérgico. A adenosina € um nucleosideo proveniente do catabolismo da
adenosina trifosfato (ATP) e faz parte de um grupo de substancias que agem como
moduladoras enddgenas, isto é, alteram a resposta celular a uma dada substancia,
possibilitando a regulacdo da atividade fisiologica em muitos 6rgaos, tecidos e células
(DALY, 1982). Atualmente, sdo conhecidos quatro tipos de receptores para
adenosina, acoplados a proteina G, clonados e farmacologicamente caracterizados:
A1, Az2a, A2s € A3 (FREDHOLM et al., 2001).

Nosso laboratério vem, ha algum tempo, estudando os receptores de adenosina e
tem analisado sua grande importancia sobre o0s processos de regulagcédo

cardiovascular. A adenosina possui agdes tanto periféricas como centrais e muitas
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vezes atua como um modulador de outros moduladores (SEBASTIAO & RIBEIRO,
2009). Portanto, é fundamental elucidar as diferentes interacdes da adenosina e seus
receptores para inferir sobre sua participacdo no estabelecimento de determinadas
patologias, como as doencgas cardiovasculares.

Os monoterpenos estao entre 0s principais constituintes dos 6leos essenciais e
sdo abundantemente encontrados em frutas citricas, legumes, especiarias e ervas
(TAN et al., 2016). Estudos mostram que 0S monoterpenos possuem propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias (DE SOUSA et al., 2020), antitumorais (VANDRESEN
et al., 2014), antivirais (GAROZZO et al.; 2009) e antinociceptivas (DE SOUSA et al.,
2007). Além disso, existem varios estudos que abordam a baixa toxicidade in vivo e
in vitro, demonstrando, assim, que estes compostos sao substancias promissoras
para a farmacoterapia (CARVALHO et al.,, 2019). Além das propriedades acima
citadas, os monoterpenos também produzem efeitos significativos no sistema
cardiovascular, promovendo, entre outras agdes, o vasorelaxamento (AYDIN et al.,
2007; PEIXOTO-NEVES et al., 2010).

O Alfa-Terpineol é um monoterpeno encontrado em varias espécies de plantas
aromaticas geralmente cultivadas para fins culinarios e medicinais (por exemplo,
Origanum vulgare L. e Ocimum canum Sims) (TAN et al., 2016). Estudos anteriores ja
mostraram que esse monoterpeno induz hipotensdo em modelo de ratos hipertensos
(MAGALHAES et al., 2008; RIBEIRO et al., 2010; SABINO et al., 2013). Apesar dessa
relacdo estar estabelecida, ndo se sabe quais mecanismos estdo envolvidos na

inducgéo da hipotensé&o pelo Alfa-Terpineol.

1.1. Hipertensao Arterial Sistémica

De acordo com as Diretrizes de Prevencdo Cardiovascular da Sociedade
Brasileira de Cardiologia (PRECOMA et al., 2019) as DCVs sao as principais causas
de morte em todo o mundo, levando tanto ao aumento da morbidade quanto ao
aumento do que denominam de DALY (disability-adjusted life year), um indicador onde
sdo medidos anos perdidos de uma vida saudavel seja de forma prematura, seja por
anos vividos com deficiéncia ou alguma incapacidade. Dentre as DCVs temos a

hipertensdo arterial sistémica (HAS) como a doenca crbnica mais prevalente do
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mundo, afetando mais ou menos um terco da populacédo adulta, cerca de 1,4 bilhdo
de pessoas (MANOSROI & WILLIAMS, 2019).

A relacdo entre hipertensdo e doengas cardiovasculares é observada em
ambos 0s sexos, em todas as faixas etarias e esta presente nas principais doencas
cardiovasculares, como, acidente vascular cerebral (isquémico e hemorragico),
doenca arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca e doenca vascular periférica
(PRECOMA et al., 2019). Como mencionado, 0os numeros relativos a hipertensao tém
aumentado em todas as idades e a projecdo € para que se torne a doenca nao
transmissivel mais comum do mundo até 2025 (KEARNEY et al., 2005). Porém, nem
sempre foi assim, h4 quase 1 século a hipertensdo era considerada incomum. As
taxas de hipertensdo na populacdo adulta atingiam, no méaximo, 10% na Europa e
EUA e nas demais localidades no mundo nédo ultrapassavam 5% (JOHNSON et al.,
2005). Nos idosos, boa parte dos casos se deve ao envelhecimento natural que entre
outros processos resulta em enrijecimento da vasculatura arterial pois altera
mecanismos relacionados ao vasorelaxamento dependente do endotélio (YASUE et
al., 1990).

No Brasil, segundo Barreto e col., 2001, a prevaléncia de pessoas com HAS foi
estimada entre 22,3 e 43,9%, e essa porcentagem se eleva para 50% entre as
pessoas com faixa de idade de 60 a 69 anos e atinge 70% entre as pessoas que
possuem 70 anos ou mais. Na infancia e adolescéncia, conforme Precoma e col.,
2019. a prevaléncia da HAS é de até 8,2%, sendo que a pré-hipertenséo € observada
em aproximadamente 2,2 a 3,5% da populacdo. Essa porcentagem pode se elevar
em adolescentes que apresentam cofatores como: sobrepeso e obesidade (24,8%),
doenca renal cronica (50%), diabetes mellitus (9,5%), estreitamento da aorta de (17 a
77%). Assim, 0 mais comum, nesse grupo, € que a HAS tenha uma causa definida,
ou seja, a hipertensdo secundaria. Porém, cada vez mais ha um aumento dos casos

de hipertensao primaria, onde ndo se pode determinar sua etiologia.

Assim, a HAS é considerada como um dos principais fatores de risco para as
DCVs e a mortalidade global contribuindo com uma estimativa de 9,4 milhdes de
mortes em 2015, passando de 10,4 milhdes em 2017 (PRECOMA et al., 2019) A
hipertenséo € caracterizada por uma elevagdo mantida da PA e, segundo Forouzanfar

e col., 2017, estimativas baseadas em pesquisas internacionais, em 2015, 3,5 bilhdes
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de adultos, no mundo, apresentavam a pressao arterial sistolica (PAS) entre 110-115
mmHg, valores acima dos ideais, e 874 milhdes apresentavam a PAS maior que 140
mmHg, valor considerado patolégico. A PA ainda é vista como o principal fator de risco
individual da carga global de doencas e mortalidade de todas as causas (Figura 01)
(PRECOMA et al., 2019).

Figura 01 — Mortes atribuidas aos principais fatores de risco para a carga global de doencas
e mortalidade

Mortes atribuidas aos principais fatores de risco (em milhares)

Poluigdo s

Baixo peso na infancia
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Colesterol alto
Sobrepeso e obesidade
Sedentarismo

Diabetes Mellitus

Fumar

Pressdo alta (PA)

0 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000 7,000 8,000

adaptado da Diretriz de Prevencdo Cardiovascular Atualizada da Sociedade Brasileira de
Cardiologia (Precoma et al., 2019).

A hipertenséao foi inicialmente identificada por Mohamed (1874), que aferiu a
PA da populagdo através de um dispositivo que podia medir a tensdo do pulso e
constatou que algumas pessoas apresentavam elevacdo na pressdo mesmo na
auséncia de doencas que eram associadas a essa condi¢cdo, como a doenca renal.
Porém, somente em 1960, € que as autoridades médicas passaram a considerar a
hipertensdo um importante fator de risco para diversas doengas cardiovasculares e
gue, portanto, deveria ser tratada (JOHNSON et al., 2015).
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A HAS é uma condicdo clinica caracterizada por uma elevacdo da PA
sustentada nas artérias, consistindo na razdo da pressdo sistolica pela presséo
diastolica (OPARIL et al., 2018). Relembrando, a sistole se refere ao momento em
que o coracdo se contrai, logo a PAS é identificada como a pressao exercida pelo
sangue nas paredes das artérias; e a diastole € o termo utilizado para identificar o
momento seguinte a sistole, o relaxamento. Conforme descrito na tabela 01, pessoas
com niveis sistélicos em 140mmHg e niveis diastélicos em 90 mmHg sao

consideradas hipertensas.

A hipertenséo é considerada uma condicdo multifatorial ja que varios aspectos
podem estar ligados ao seu desenvolvimento e muitas vezes pode estar relacionado
a origens diferentes. Existe uma parte da populacdo que apresenta a hipertensao
secundaria com a causa conhecida e a grande maioria das pessoas apresentam a
hipertensdo essencial ou primaria, onde ndo ha uma causa conhecida, na verdade
sua etiologia € uma juncéo de condicdes genéticas e ambientais (OPARIL et al., 2018).
As condi¢cdes ambientais estdo relacionadas ao estilo de vida, como sedentarismo,
obesidade, estresse, dieta com consumo excessivo de sal e niveis elevados de
colesterol, uso excessivo de bebidas alcodlicas (PRECOMA et al., 2019), além das
condicbes ambientais ou comorbidades que podem estar associadas com a HAS,
como o diabetes mellitus (SABUNCU et al.,2021).
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Tabela 01: Classificacdo da hipertensédo arterial. A hipertenséo é determinada quando PAS
> 140 mmHg e PAD <90 mmHg, e deve ser classificada nos estagios 1, 2 ou 3.

Classificagao PAS (mmHgQ) PAD (mmHg)
Normal <120 <80
Pré-hipertenséo 121 -139 81 -89
Hipertensédo estagio 1 140 — 159 90 -99
Hipertensédo estagio 2 160 - 179 100 - 109
Hipertensédo estagio 3 =180 =110

PAS: pressédo arterial sistélica; PAD: pressdo arterial diastdlica — adaptado da Diretriz de
Prevencgéo Cardiovascular Atualizada da Sociedade Brasileira de Cardiologia (PRECOMA et
al., 2019).

A hipertensdo essencial se apresenta como um importante fator de risco para
varias DCVs (GEORGAKIS et al., 2020), como, insuficiéncia cardiaca, doenca arterial
coronariana, além de se constituir como um fator que aumenta a predisposicdo a
insuficiéncia renal, doenca vascular periférica e outras condi¢cdes médicas (WEIR et
al., 2015). Possui uma relacdo ja bem estabelecida com o SRAA, o balanco entre agua
e sal e o sistema nervoso simpatico (SNS) (JAFRI & ORMISTON, 2017). Pacientes
hipertensos apresentaram elevacdo anormal nos niveis sanguineos de citocinas
inflamatérias, como, IL-6, IL-21 (HASHIMOTO-KATAOCA et al., 2015), fator de
necrose tumoral-a (TNF-a) (BANASZAK et al., 2019). Desde que a hipertenséo foi
descoberta, muitos avancos na compreensdo dos processos € mecanismos

envolvidos ja foram alcancados, como veremos no préximo tépico.

1.1.1. Fisiopatologia/Mecanismos da Hipertensao Arterial

O sistema cardiovascular é responsavel pela manutencdo da perfuséo
sanguinea tecidual e para que haja o fluxo adequado a todos os territérios do
organismo, a pressao arterial deve ser muito bem regulada, quando isso ndo acontece
surgem as patologias, como a hipertenséo arterial sistémica (ANTUNES & RIBEIRO,
2017). A PA é tida como a forca exercida pelo sangue contra 0s vasos sanguineos,

sendo determinada por parametros, como, o débito cardiaco (DC) e a RVP, lembrando
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gue o debito cardiaco é o resultado do produto do volume sistolico pela frequéncia
cardiaca (DC = FC x VS). Os mecanismos envolvidos na manutencdo dos niveis
pressoricos basais sé@o diversos e envolvem a interacdo de mecanismos neuro-
humorais, com vérios fatores, tal qual o SRAA e o SNS (OPARIL et al., 2018), logo
quaisquer alteracdes nesses sistemas podem acarretar em aumentos ou quedas na
pressdo (PETRAMALA et al., 2017).

Seguindo essa linha, a fisiopatologia da hipertensdo € bem complexa e
multifacetada. A hipertensédo primaria esta relacionada ao fato de algumas pessoas
nascerem com uma predisposicao genética e, portanto, possuem um risco aumentado
de desenvolver a hipertensdo (LUFT et al., 2001). Essa base genética associada a
influéncia de fatores ambientais, onde os habitos do individuo como a alta ingestao de
sal (NA*) (BLANCO-METZLER et al., 2017), o consumo excessivo de alcool, o
sedentarismo (CORNELISSEN et al., 2010), a falta de pratica de exercicios fisicos,
também colaboram para esse desenvolvimento. De acordo com Martinez-Samano e
col., 2018, pacientes com HAS apresentam aumento na atividade simpética, aumento
do ténus vascular, do sistema RAA, enrijecimento na vasculatura arterial,

demostrando mais uma vez sua natureza complexa.

Para que a pressao sanguinea fique dentro dos limites considerados 6timos, 0s
mecanismos regulatérios atuam em fatores que influenciam essa pressédo como, por
exemplo, o volume sanguineo, a resisténcia vascular e a frequéncia cardiaca
(ANTUNES & RIBEIRO, 2017). O controle e a regulacdo do sistema cardiovascular
sao realizados por um conjunto de mecanismos de controle neural que atuam a curto
prazo e por mecanismos de controle hormonal e renal que agem a médio e longo

prazo.

1.1.1.1. Mecanismos de regulacéo a curto prazo

O controle neural desencadeia respostas de curto prazo para regulacdo da
presséo arterial. As variacoes de pressdo sédo detectadas e enviadas aos centros
neuronais do sistema nervoso central pelas vias aferentes onde seréo integradas e as
respostas proporcionais ao estimulo dado serdo enviadas aos orgaos efetores, como
coracao, vasculatura e rins (ANTUNES & RIBEIRO, 2017).
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O barorreflexo € o principal mecanismo responsavel pela regulacdo da PA a
cada batimento cardiaco. As variacbes de pressdo sdo detectadas por
barorreceptores que sédo denominados mecanorreceptores pois respondem a
estimulos mecéanicos ou de presséao, estéo localizados no arco adrtico e na bifurcacao
do seio carotideo, regides de grande pressdo sanguinea (ANTUNES & RIBEIRO,
2017; OPARIL et al., 2018). Esses sensores detectam distensfes na musculatura
vascular em situacdes de aumentos rapidos e intensos na pressao arterial (YORUK,
BISOGNANO & GASSLER, 2016). Os potenciais de acdo gerados nos
barorreceptores chegam ao sistema nervoso central por meio de ramos aferentes,
nervo vago e o glossofaringeo. No bulbo, uma regido do tronco encefalico, ocorre a
integracdo entre 0s ndcleos neuronais do sistema autonémico simpatico e
parassimpatico, e as consequentes respostas visando a reducdo dos niveis
pressoricos (ANTUNES & RIBEIRO, 2017). Os principais nucleos eferentes
simpaticos sdo: nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN), o0rgaos
circunventriculares (CVOSs) e o nacleo do trato solitario (NTS) (WINKLESWSKI et al.,
2015), sendo o bulbo ventrolateral rostral (BVLr) o principal centro vasomotor

simpatico para manutencao do ténus vascular basal (HIROOKA et al., 2010).

A atividade do sistema autonémico simpatico é, geralmente, mais ativada em
pessoas com insuficiéncia cardiaca, hipertensdo, obesidade e sindrome metabdlica
(GUYENET, 2006; GRASSI et al., 2007). Logo, elevacbes crbnicas da atividade do
SNS desempenham um importante papel na patogénese da hipertensdo (HURR &
YOUNG, 2016; BARRETT et al., 2003). A estimulacdo do sistema simpético resulta
em aumento da pressao sanguinea, pois possui atuacao direta nas respostas dos
orgaos efetores cardiovasculares resultando em aumento do debito cardiaco por
aumentar a capacidade de bombeamento do coracdo, da resisténcia vascular
periférica e da retencao de liquidos (aumento no volume circulante) (WINKLESWSKI
et al., 2015).

A ativagdo do sistema nervoso simpético possui aumentos diferenciais nos
orgaos alvos dependendo do estagio de desenvolvimento da hipertensdo (HURR &
YOUNG, 2016), assim, apesar de todo o conhecimento presente na literatura, é
necessario explorar a integracdo entre o fluxo simpatico e suas a¢gdes no sistema
cardiovascular via o6rgdos efetores para compreender melhor sua contribuicdo

especifica no desenvolvimento de DCVs.
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1.1.1.2. Mecanismos de regulacdo a médio e longo prazo

Além dos mecanismos neurais vistos, a regulacdo da pressdo sanguinea conta
também com mecanismos de controle de médio e a longo prazo. Um desses
mecanismos de regulacdo envolve a liberacdo de catecolaminas pela estimulagéo
simpatica na medula adrenal. Em respostas a quedas da PA ha a liberacdo dessas
catecolaminas, que desempenham um importante papel na funcéo cardiovascular. A
estimulacdo dos receptores beta-adrenérgicos pela epinefrina resulta em
vasodilatacdo nos vasos sanguineos. No coracdo, a norepinefrina se liga aos
receptores do subtipo beta aumentando a frequéncia cardiaca e a for¢a de contragao;
€ Nos vasos sanguineos, a norepinefrina promove o aumento da PA ao se ligar nos
receptores alfa-adrenérgicos que aumentam a RVP (ANTUNES & RIBEIRO, 2017).

Outro processo de regulacdo da pressdo arterial envolve a liberacdo da
vasopressina (VP) pela neuro-hipéfise em situagdes de aumento na osmolaridade
plasmatica, uma variavel que indica desidratacdo no organismo pelo aumento da
concentracdo de sodio essa. Essa variacdo é percebida por osmorreceptores que
estdo presentes no hipotalamo, mais precisamente nos nucleos do PVN e supradptico
(SON) que séo os nacleos neuronais que sintetizam a VP. A VP também ¢é liberada
em situagfes de queda no volume sanguineo e/ou queda mantida da PA. Seus efeitos
dependem de qual receptor ele vai se ligar, V1 € um receptor presente na musculatura
lisa dos vasos sanguineos; ou V2 um receptor renal. Ao se ligar aos receptores Vi1
promove aumento da RVP, ao se ligar nos receptores V2 promove uma cascata de
mecanismos que resulta na reabsorcao de dgua para aumentar o volume circulante e
diminuir a osmolaridade plasmética e aumentar a PA (ANTUNES & RIBEIRO, 2017).

Segundo Johnson e col., 2015, as primeiras evidencias que apontaram o papel
dos rins na patogénese da HAS foram provenientes de estudos que demonstraram
gue a pessoa hipertensa conseguia reduzir a PA fazendo dietas com restricéo de sal,
além do fato de a hidroclorotiazida um medicamento da classe dos diuréticos resultar

na reducéo da presséo sanguinea.

O sistema renal participa do controle da PA a longo prazo, seus mecanismos
regulatérios estdo envolvidos no controle do volume sanguineo circulante e

consequentemente da pressdo sanguinea, aléem de estar envolvido em outros
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processos celulares como o metabolismo da glicose, a sintese de hormoénios e a
regulacéo do pH (ANTUNES & RIBEIRO, 2017).

O sbdio é um regulador do volume sanguineo circulante e em altas
concentracfes promove a retencao de liquidos resultando no aumento da PA. Logo,
altas ingestdes de sal se tornam um desafio fisiolégico para o organismo, pois &
necessario uma série de mecanismos compensatoérios para a manutengao da pressao
sanguinea, como o aumento da sintese e liberacdo de NO pelo endotélio visando a

reducao da resisténcia periférica total (OPARIL et al., 2018).

Assim, dietas ricas em sal sdo consideradas fator de risco para a hipertensao,
pois podem causar alteragbes do volume extracelular levando a alteragOes
cardiovasculares a curto e a longo prazo. Devido a isso, ha um interesse por
mecanismos locais que possam afetar a funcao renal, e um deles é o SRAA que, como
veremos adiante, também é considerado um dos fatores que contribuem para a
génese da hipertensdo (OYARZUN et al., 2017).

A renina, enzima armazenada e liberada pelas células justaglomerulares, atua
na clivagem do angiotensinogénio, um peptideo sintetizado e liberado pelo figado. O
produto dessa acao € a transformacédo em angiotensina | (ANG 1) que sofre a acao no
vaso da enzima conversora de angiotensina (ECA) que esta presente em todo o
endotélio vascular do organismo formando a angiotensina Il (ANG II). A renina é
fundamental para o SRAA, pois além da dar o start na reacao sua quantidade também
constitui uma etapa limitante nesse processo de producdo da ANG Il. A ANG Il tem
uma participacao critica na regulacéo da PA (ANTUNES & RIBEIRO, 2018; OYARZUN
et al., 2017) e uma de suas acles € atuar na inducdo de vasoconstricdo ao entrar na
corrente sanguinea e se ligar ao receptor de angiotensina 1 (AT1) na musculatura
vascular lisa. Assim, o0 SRAA e a ANG Il exercem efeitos importantes na patogénese
da HAS: medeia o balanco de sddio e agua, vasoconstricdo, disfuncdo endotelial e
lesdo vascular, pois promove hipertrofia e remodelamento dos vasos (OPARIL et al.,
2018).
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1.1.1.3. Mecanismos locais de regulacao vascular

7

A hipertensdo € considerada uma condicdo das pequenas artérias de
resisténcia (YUGAR-TOLEDO et al.,, 2015). O tbénus vascular € modulado por
mecanismos centrais (GUYENET, 2006), periféricos (WIERUSZEWSKI et al., 2021) e
mecanismos locais (PANZA et al., 1995). Os processos regulatérios do tbnus vascular
ja sdo bem conhecidos na literatura e incluem respostas contrateis ou vasodilatadoras
dependendo dos fatores liberados pelas células vasculares (MCCARTHY et al., 2019).
Veremos as altera¢cdes patologicas que ocorrem no endotélio vascular, nas células do
musculo liso vascular (VSMCs), nas células da adventicia e do tecido adiposo

perivascular (PVAT).

As acdes do endotélio vascular sdo permeadas por diversas substancias
vasorreguladoras: prostaciclina, fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio
(EDFH), NO e bradicinina sdo as principais substéncias vasodilatadoras; e a
endotelina 1(ET-1), ANG II, tromboxano A2, prostaglandinas s&o as principais
substancias vasoconstritoras (YUGAR-TOLEDO et al., 2015).

O endotélio se constitui como essencial para a manutencdo da homeostase
cardiocirculatéria sendo o responsavel por comandar o tbnus em todo o sistema
vascular (YUGAR-TOLEDO et al., 2015). Em condicBes normais, atua como uma
barreira fisica entre o sangue e o espaco vascular e na degradacao de moléculas pro-
contrateis, pré-inflamatérias e pro-oxidativas (MCCARTHY et al., 2019); possui
atividade antitrombdtica inibindo a ativacao e agregacéo plaquetaria e interagindo com

fatores de adeséao e substancias trombogénicas (BECKER et al., 2000).

A disfuncéo do endotélio é uma condi¢cao na qual os mecanismos regulatorios
nao funcionam de forma adequada, ha uma perda na sua funcionalidade, o que
contribui para a génese e/ou manutencdo de DCVs (MCCARTHY et al., 2019), por
exemplo, falamos que em condi¢cdes normais, o endotélio atua na degradacao de
moléculas pro-inflamatorias, um endotélio disfuncional tem essa fungéo reduzida ou
ausente e, assim, resulta no aumento da permeabilidade n&o conseguindo manter a
integridade do vaso (SUN et al., 2012). Logo, a disfuncdo endotelial esta relacionada
ao desequilibrio entre mecanismos vasodilatadores e mecanismos vasoconstritores
influenciando diretamente no ténus vascular, sendo caracterizada por qualquer
alteracdo na resposta vasomotora, proliferacdo celular, agregacdo de plaquetas e
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inflamac&o na parede vascular (YUGAR-TOLEDO et al., 2015; MARTINEZ-SAMANO
et al., 2018).

A HAS interrompe as fungbes das células endoteliais levando a uma reducgéo
da regulacao do fluxo microvascular e na capacidade dessas células de exercer suas
funcdes vasomotoras (BAGHER & SEGAL, 2011), tanto que individuos normotensos,
geralmente, apresentam uma dominancia do sistema vasodilatador, pois possuem um
endotélio vascular saudavel, enquanto que individuos hipertensos possuem uma
predominancia do sistema vasoconstritor (MARTINEZ-SAMANO et al., 2018).

As células vasculares do musculo liso desempenham uma importantissima
funcdo na regulacdo vascular da PA, e devido as suas carateristicas s&o
determinantes na resisténcia vascular periférica total. Alguns dos mecanismos que
regulam a resposta contratil do musculo liso vascular sdo modulados pela inervagéo

do sistema nervoso autonémico simpatico (MCCARTHY et al., 2019).

A actina e a miosina sdo as unidades de contratilidade e for¢ca das VSMCs (DE
LANEROLLE & STULL, 1980). Os ions de célcio sdo fatores cruciais, pois eles iniciam
a interagcdo entre essas duas unidades, além disso a contragdo do vaso € mantida
pelo aumento da entrada de calcio extracelular e pelo aumento do calcio intracelular
armazenado na célula (MORGAN, PAPAGEORGIOU & JIANG, 1989, MCCARTHY et
al.; 2019). Entao, problemas na regulacéo e sinalizac&o de calcio, como, aumento da
entrada de calcio na célula, aumento do armazenamento citosélico ou diminuicdo da
eliminacédo de calcio, estao associados a vasoconstricdo (GOULOPOULOU & WEBB,
2014).

Aumentos prolongados da RPT podem levar a remodelamento estrutural da
camada média arterial. Temos dois tipos, a remodelacao interna que é bem comum
em pessoas hipertensivas, onde ocorre uma diminuicdo da &rea média do vaso pelo
espessamento da parede; e a remodelacéo externa, geralmente, previne e antecede
a hipertrofia vascular, as células se reposicionam aumentando o diametro do vaso em

virtude de diminuir o estresse sofrido pelo aumento da PA (IADECOLA et al., 2016).

E, como falado no inicio, a adventicia também tem seu papel na regulacéo do
tbnus vascular, os fibroblastos em resposta a estimulos hipertensivos podem se ativar

e se diferenciar em miofibroblastos que é um perfil celular produtor de colageno, que
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expressa actina, além de secretar moléculas que estdo envolvidas no recrutamento
de mondcitos e linfécitos, como as quimiocinas e citocinas (BURKE et al., 2009).
Nesse processo de recrutamento, a adventicia pode entrar em um ciclo pro-
inflamatdrio continuo que resulta em um enrijecimento arterial visando a normalizagao
do estresse sofrido na parede vascular pela pressdo sanguinea (SCHULZE-BAUER
& HOLZAPFEL, 2002).

O PVAT é constituido por adipécitos, células da vasculatura, fibroblastos,
células imunes e afeta significativamente a contratilidade do musculo liso vascular
liberando fatores vasodilatadores como, as leptinas, as adiponectinas, o NO e o
sulfeto de hidrogénio (MCCARTHY et al., 2019). Em condi¢cbes patoldgicas, pode
hospedar células imunes de forma exacerbada se tornando disfuncional e inflamado
(GUZIK et al., 2007).

A HAS leva a rigidez das grandes artérias, pois também induz a deposicao de
colageno, fibronectina e fragmentos de elastina na parede vascular, causa alteracfes
em pequenas artérias e arteriolas, caracterizado pela perda de células musculares,
espessamento da parede e consequente reducdo do limen vascular, podendo levar
até a ruptura desses vasos, esses processos sao caracteristicos e anteveem eventos
cerebrovasculares, resultando em doencas como o0 acidente vascular cerebral
(IADECOLA et al., 2016).

1.1.2. Tratamento da hipertensao arterial

As taxas de sucesso no tratamento da HAS n&o séo altas, na verdade elas séo
bem modestas, mostrando a grande importancia de se compreender melhor os
mecanismos envolvidos em cada paciente para o desenvolvimento de terapias mais
eficientes (MANOSROI & WILLIAMS, 2018). Além disso, varias pessoas hipertensas
nao tem ciéncia da sua PA elevada, quando tem ndo esta em tratamento ou trata de
forma inadequada (OPARIL et al., 2018).

Existem algumas caracteristicas inerentes a hipertensdo que sao importantes ao
abordar esse tema e que faz com que ele seja, em certo ponto, um dilema. Por
exemplo, o fato de que a grande maioria das pessoas com hipertensao néo tem causa

definida; as formas secundarias da hipertensdo estédo relacionadas a um ou mais
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sistemas enddcrinos, e, por fim, ha um forte componente hereditario no aparecimento
da hipertenséo (LUFT et al., 2001; MANOSROI & WILLIAMS, 2018). Portanto, quando

falamos em tratamento da HAS temos que levar em consideracgéo:

e A prevencao é o melhor tratamento, ja& que muito se discute sobre 0s
beneficios que a mudancga no estilo de vida acarreta, e

e O diagnéstico precoce é crucial.

Ha muito tempo, as mudancas no estilo de vida que fazem parte das chamadas
intervencdes ndo farmacoldgicas ja demonstraram sua eficacia tanto na reducao da
pressao arterial quanto na reducéo do risco de DCVs (WHELTON et al., 1997). Dentre
esses tratamentos ndo medicamentosos que se mostraram ser tao efetivos temos o
controle de peso, dietas com menos consumo de sal, cessacéo do tabagismo, reducéo
do consumo de alcool, aumento na pratica de exercicios fisicos e controle de estresse
(PRECOMA et al., 2019), e a mudanca no estilo de vida é a melhor forma de

implementa-los (Tabela 02).

O diagnastico precoce é essencial, pois como ja vimos a HAS aumenta o risco de
DCVs, j& que pacientes hipertensos sem tratamento podem apresentar danos em
varios orgdos (BASULI et al.; 2021). Na grande maioria das vezes ela € assintomatica
e € necessario manter uma regularidade das mensuracbes da PA no consultorio
meédico onde também serd avaliado quais possiveis fatores de risco para indicacao de

um tratamento mais ajustado (OPARIL et al., 2018).

Tabela 02: IntervengBes ndo farmacoldgicas e seus efeitos na PA

Intervencdes Reducéo aproximada na PAS/PAD (mmHgQ)
Controle peso corporal 20 a 30% de reducédo da PA para cada 5% de perda de
peso
Reducdo naingestdo de sodio Reducéo de 2 a 7 mmHg na PAS e de 1 a 3 mmHg na
PAD

Reducdo do consumo de alcool Reducéao de 3,31/2,04 mmHg com a reducéo de 3-6 para
1-2 doses/dia
Exercicios fisicos diarios 3,6/5,4 mmHg

PAS: presséao arterial sistolica; PAD: pressao arterial diastolica — adaptado de 72 Diretriz
Brasileira de Hipertenséo arterial, 2016.
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Com relacdo as intervencbes farmacoldgicas existem diversas classes de
medicamentos disponiveis, porém é relativamente normal pacientes com HAS nao
seguirem o tratamento, conforme a prescricdo médica, seja pela quantidade de
comprimidos ou pelos custos do tratamento (PIMENTA et al., 2007). Essa falta de
adesado contribui para o desenvolvimento de uma forma da hipertensdo mais
resistente ao tratamento, que é definida quando o paciente necessita de uma
combinacdo de trés classes de farmacos anti-hipertensivos e mesmo assim néo
conseguem manter a PA controlada (OSTERBERG & BLASCHKE, 2005). Os efeitos
colaterais também s&o um dos motivos que resultam nessa ndo adesao ou adesao
variavel (TOYOSHIMA, TAKAHASHI & AKERA, 1997), sendo necessario intervencdes

terapéuticas eficazes e com melhor tolerancia.

Novas abordagens farmacologicas sdo necessarias para melhorar o controle da
PA e, claro, a resposta dos pacientes aos medicamentos também s&o vitais no
desenvolvimento dessas novas abordagens (LOBO et al., 2017). Consequentemente,
avaliar a adesao dos pacientes hipertensos é uma etapa importante do tratamento
para orientar melhores intervencdes farmacologicas e que sejam mais especificas
(LAUDER et al., 2020).

O tratamento da HAS tem como propésito impedir a progressdo da doenca ou
complicac@es oriundas, proporcionar qualidade de vida a essas pessoas, reduzindo a
morbimortalidade (MARTINEZ-SAMANO et al., 2018). Os medicamentos disponiveis
no mercado estdo agrupados em classes conforme seus mecanismos de agéao. Os
diuréticos (DIU) possuem agdo natriurética, normaliza a volemia sanguinea que
resulta na reducao da resisténcia vascular periférica. Os agentes de acdo central séo
alfa-agonistas, agem estimulando os receptores adrenérgicos alfa-2 que estéo
envolvidos em mecanismos simpatoinibitérios, logo essa classe de medicamentos
atua diminuindo as atividades simpaticas e o reflexo dos barorreceptores. Os
betabloqueadores (BB) promovem uma diminuicdo inicial do débito cardiaco, da
secrecéo de renina e da liberacdo de catecolaminas nas sinapses nervosas. Os alfa-
bloqueadores atuam inibindo o sistema simpatico, sdo antagonistas dos receptores
adrenérgicos alfa-1 e, portanto, reduzem a RVP (PRECOMA et al.; 2019).

Os vasodilatadores diretos como o proprio nome diz atuam relaxando a

musculatura lisa vascular reduzindo a RVP. Os blogueadores dos canais de calcio
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(BCC) sdo medicamentos que bloqueiam os canais de célcio da membrana de células
musculares lisas de arteriolas, levando a uma consequente reducdo de calcio no
interior delas e, assim, a reducéo da RVP. Os Inibidores da enzima conversora de
angiotensina (IECA) atuam no sistema RAA ao inibir a enzima conversora de
angiotensina | em angiotensina Il. Inibidores diretos da renina agem no intuito de
diminuir a formacédo de angiotensina Il pela auséncia de renina. As ultimas 3 classes
atuam impedindo a¢0es provenientes da angiotensina Il que seriam vasoconstritoras
(PRECOMA et al.; 2019).

Além dessas classes de medicamentos também existem intervencdes
farmacolégicas que utilizam a adenosina e seus agonistas no tratamento ou
diagndstico de DCVs. Inclusive, a adenosina (Adenocard) € recomendada como uma
terapia segura e eficaz nas manobras iniciais da taquicardia. Sua aplicacao
intravenosa é recomendada em taquicardias regulares caso as manobras vagais
falhem e também em casos de diagndstico (NEUMAR et al., 2010). O Tecadenoson €
agonista seletivo do receptor de adenosina Al que demostrou ser eficaz para
taquicardia supraventricular sustentada, a convertendo para o ritmo sinusal e também
parece estar associado a uma incidéncia de fibrilacao atrial (PETERMAN & SANOSKI,
2005).

Vérios estudos tém sido desenvolvidos buscando agonistas para os receptores de
adenosina A1 mais seletivos e eficazes pois muitas vezes ocorrem efeitos
farmacoldgicos indesejados com agonistas totais e uma vez que a ativacdo desses
receptores inibe uma gama de patologias miocardicas (BOREA et al., 2018). No
estudo de Meibom e col., 2017, o Neladenosina, um agonista parcial do receptor de
adenosina A1, demonstrou um importante efeito de cardioprotecdo sem os efeitos

adversos, como por exemplo, inducéo a bradicardia.

1.2. Sistema Adenosinérgico

Ha& muito tempo, a adenosina tem sido considerada uma molécula crucial na
homeostasia corporal. Foi inicialmente identificada como uma molécula bioativa na
década de 30, quando observaram que um composto de adenina era capaz de reduzir

o ritmo e a frequéncia cardiaca em extratos do coragdo (OYARZUN et al., 2017). Hoje
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sabe-se que, em determinadas situacfes, a adenosina atua como um regulador
celular, sendo uma molécula que esta envolvida em diversos mecanismos celulares,

incluindo a atividade cerebral e a funcao vascular (BOREA et al., 2018).

A adenosina € um nucleosideo enddgeno catabolico de adenosina trifosfato
(ATP), suas principais acoes estdo relacionadas a correcao do balanco entre a oferta
e demanda de oxigénio e a disponibilidade de energia para as células (SOBREVIA &
FREDHOLM, 2017). Em ambientes hipdxicos a adenosina €, entdo, liberada para
alterar a resposta vascular as principais moléculas pro-angiogénicas (URIBE et al.,
2017). Portanto, sdo moléculas chave para manter as condic¢des fisioldgicas ideais
para a fungéo celular (BOREA et al., 2016;). Suas a¢des sao moduladas mediante sua
interacdo com os receptores de adenosina A1, Aza, Az2s € As, que pertencem a familia
de receptores com sete dominios transmembréanicos acoplados a proteina G e tem a
adenosina como principal agonista (SOBREVIA & FREDHOLM, 2017). Os receptores
citados possuem diferentes afinidades com a adenosina e atuam inibindo, por meio
da ativacdo dos subtipos A1 e As, ou estimulando, por meio da ativacdo dos subtipos
A2a e Aczs, a adenilil ciclase (AC) que resulta em um aumento ou diminuigéo,
respectivamente, do nivel intracelular de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc)
(FREDHOLM et al., 2001; BOREA et al., 2016).

A adenosina pode ser sintetizada intracelularmente e no espaco extracelular
através da quebra de moléculas macroenergéticas, essa sintese € estritamente
dependente do estado metabdlico da célula. O principal mecanismo responsavel pela
geracao extracelular de adenosina envolve a quebra rapida dessas moléculas, onde
o ATP serd convertido em AMP pela acdo da ectonucleosideo trifosfato
difosfohidrolase (CD39), e entdo o recém-formado AMP sera convertido em adenosina
através da acdo da enzima ecto-5-ectonucleotidase (CD73). Quando gerada na
célula, a adenosina pode ser transportada através da membrana para o espaco
extracelular, conforme necessidade, pelos transportadores de nucleosideos (NTs).
Logo, a biodisponibilidade de adenosina é determinada pelos niveis de concentragédo
extracelular, dos NTs e depende também da acdo das enzimas adenosina deaminase
(ADA) que degrada a adenosina em inosina e adenosina quinase (ADK) que fosforila
a adenosina em AMP (BOREA et al., 2016; OYARZUN et al., 2017) (Figura 02). A
adenosina também pode ser sintetizada para mediar respostas vasculares nas

arteriolas aferentes, nesse caso o ATP liberado pelas células da macula densa sera
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degradado em adenosina (SCHNERMANN, 2011). A estimulacdo do receptor de
adenosina A1 ocasiona na inibicdo da liberagcdo de renina pelas células
justaglomerulares e a estimulacdo do receptor A2a resulta em vasodilatacdo
(OYARZUN et al., 2017).

Figura 02: Vias de sintese e degradac¢éo da adenosina
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AMP 4—1 Adenosine == [nosine
ATP
cp3g AMP

ADA

N Adenosine =3 Inosine
cD73

.

ATP: adenosina trifosfato, AMP: adenosina monofosfato, ADK: adenosina quinase, ADA:
adenosina deaminase, NT: transportador de nucleosideo — adaptado de Borea et. al., 2016.

A adenosina esta envolvida em uma infinidade de mecanismos regulatérios de
varios tecidos e 6rgaos. Seus receptores estdo amplamente distribuidos pelo corpo,
nos olhos, 0ssos, articulacdes, pele, no sistema nervoso, cardiovascular, imunolégico,
respiratério e urolégico, medeiam diversas funcbes celulares (HO, LOW &
ROSE’'MEYER, 2016; BOREA et al.,, 2018) e estdo envolvidos na etiologia de
doencas, como, obesidade, cancer, dislipidemias, DCVs e disfuncao renal cronica
onde uma concentracdo elevada de adenosina esta associada ao dano renal
(SOBREVIA & FREDHOLM, 2017). Como dito anteriormente, a adenosina atua em
situacdes de hipoxia ou isquemia restabelecendo o balanco de oxigénio celular e o
suprimento de sangue, e, além disso, € uma molécula anti-inflamatoria, atua na
preservacdo do tecido evitando danos celulares e na estimulagdo da angiogénese

promovendo liberacdo de fatores de crescimento pro-angiogénicos e citocinas via

27



ativacdo dos receptores de subtipos Aza, A2s e As. Portanto, é possivel inferir que a
adenosina desempenha controle de varias atividades, sendo uma molécula de
extrema importancia para a homeostase corporal (BOREA et al., 2016; CLARK et al.,
2007). Ainda, de acordo com Clark e col. (2007), o subtipo A1 induziu a liberagéao de

fatores de crescimento endotelial (VEGF) em cultura de monacitos.

No sistema cardiovascular a adenosina exerce um papel de extrema
importancia atuando como uma substancia vasodilatadora. Seus receptores estao
distribuidos pelos vasos sanguineos e coracao, esta envolvida na remodelacdo de
vasos, proliferacéo celular e respostas inflamatérias que séo processos presentes em
vérias doencas cardiovasculares (HO, LOW & ROSE’'MEYER, 2016). No coragdo, em
situacdes de baixo teor de oxigénio, h4 uma elevacao na concentracdo extracelular
de adenosina nos cardiomidcitos. Visando a restauracéo desse equilibrio a adenosina
atua modificando a contratilidade do coracdo através da modulacdo da acéo
adrenérgica, na diminuicdo da frequéncia cardiaca, na vasodilatacdo de artérias
coronarianas e age alterando a responsividade adrenérgica (MCLNTOSH & LASLEY,
2012; BOREA et al., 2018).

A adenosina induz vasodilatacdo dependente e independente do endotélio via
ativacdo do receptor de adenosina A2a. Uma das principais a¢cdes da adenosina no
sistema cardiovascular esta relacionado a manutencao do equilibrio entre oferta e
suprimento de oxigénio no miocardio. A adenosina tem um efeito indireto no sistema
cardiovascular em virtude de seus efeitos no sistema nervoso autonomo (TABRIZCHI
& BEDI, 2011), onde esse balanco entre oferta e demanda de oxigénio ocorre através
da antagonizacao dos efeitos das catecolaminas ao, conforme necessidade, induzir
vasodilatacao coronariana ou diminuicao da contratilidade do miocardio (LERMAN &
BELARDINELLI, 1991).

Os Mecanismos envolvidos na vasodilatagao vascular ocorrem pela ativacao
dos receptores de adenosina Aza, que desencadeiam a abertura de canais Kv (canais
de postassio voltagem-dependentes) e canais KATP (canais de potassio sensiveis ao
ATP) nas células musculares lisas levando a hiperpolarizacdo da membrana e ao
relaxamento do vaso (HEIN et al., 2001; ARSYAD & DOBSON, 2016).

A adenosina também atua no endotélio para causar liberacdo de Oxido nitrico
(NO), um composto que atua na dilatagéo das artérias coronarianas. A estimulagéo
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dos receptores de adenosina Az2a desencadeiam a ativacdo da eNOS (oxido nitrico
sintase endotelial) levando ao aumento da sintese de NO no endotélio. A estimulacao
dos receptores de adenosina Axa presente nessas células atuam aumentando a
sintese enquanto que os receptores de adenosina A1 atuam diminuindo a producéo
de NO que é realizada pelas células endoteliais que revestem a vasculatura (REISS
et al., 2019).

A ativacdo dos receptores de adenosina A1 presentes nas células
justaglomerulares e nos terminais simpaticos também evocam vasodilatacao de forma
indireta, pois atenuam a formacdo de angiotensina Il e inibem a liberacdo de
norepinefrina que, como ja discutimos, sdo moléculas que atuam na vasoconstricao
(JACKSON et al., 1991).

A adenosina possui um papel cardioprotetor através da ativacao dos subtipos
A1, Aoa e A3 (SAFRAN et al., 2001), essa ativacao resulta na dilatacdo dos vasos que
abastecem o musculo cardiaco. A ativacdo do subtipo A1 possui efeitos
cardioprotetores; ja o subtipo A2a possui um importante papel nas propriedades
vasodilatadoras coronarianas da adenosina e foi identificado nas células endoteliais
coronarias, células musculares lisas coronarianas (HO, LOW & ROSE’MEYER, 2016;
MCLNTOSH & LASLEY, 2012); e, a ativacao do receptor de adenosina As causa
vasodilatacdo via acoplamento a proteina Gi inibindo a Adenilil ciclase, e via
acoplamento a proteina Gg que ira estimular a fosfolipase C e tem como resultado
final a vasodilatacdo pelo aumento da concentracdo de calcio intracelular. (ZUCCHI
et al., 2001, ZHAO et al., 1997). Em 2010, Methner e col., observaram que os
receptores de adenosina Az2a e A2s em conjunto foram cruciais para que a adenosina

atingisse o limiar de cardioprotecdo em situacdes de infarto.

Como citado acima, os efeitos da adenosina sdo mediados pela ativagéo dos
seus receptores que apresentam diferentes afinidades com a adenosina, sendo 0s
subtipos A1 e Aza, considerados de alta afinidade (DUNWIDDIE & MASINO, 2001).
Essa ativacdo também depende da sua concentracdo. Logo, seus efeitos séo
condicionados tanto pela presenca dos seus receptores quanto pela
biodisponibilidade de adenosina nas areas proximas a essas proteinas (SOUSA-
OLIVEIRA et al., 2019). Ja se sabe, por exemplo, que 0 aumento nos niveis de

adenosina enddgena na musculatura vascular hipertensa pode acarretar em ativagao
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de subtipos de receptores de adenosina que nao seriam ativados normalmente em
condicbes normotensas, além disso, a biodisponibilidade de adenosina também
possui uma certa influéncia na expressao dos receptores de adenosina (BOREA et
al., 2016; SOUSA-OLIVEIRA et al., 2019).

Assim, o impacto da HAS no sistema adenosinérgico foi avaliado por Sousa-
Oliveira e col. (2019), e os achados confirmaram o importante papel da adenosina na
resisténcia periférica e mostraram que a hipertensdo ocasiona alteracdes
fisiopatoldégicas no sistema adenosinérgico. Houve maior disponibilidade de
adenosina nas artérias mesentéricas tanto na musculatura de ratos normotensos
quanto na musculatura de ratos hipertensos, além disso, foi observado maior
expressdo de receptores de adenosina e NTs no territério arterial. Nos ratos
hipertensos foi observado um aumento significativo da biodisponibilidade de
adenosina nos vasos mesentéricos, além, de apresentarem uma reducdo na

expressédo do subtipo Azs e a regulacdo negativa prejudicada do subtipo Ai.

Os estudos realizados por Ho, Low e Rose’Meyer, 2016, mostraram que 0s
receptores de adenosina do subtipo A3 exercem um importante papel na fisiopatologia
da hipertensao primaria pela sua fungéo na atividade vasomotora, pois foi observado
uma regulacdo negativa na expressdo desses receptores em coracdes de ratos
espontaneamente hipertensos causando uma reducdo na vasodilatacdo de vasos

coronarianos mediada por esse subtipo de receptor.

As acdes da adenosina no tonus vascular na hipertensdo pulmonar foram
estudadas por Tofovic e col.,, 2009. Essa condicdo clinica € caracterizada pela
dificuldade de o sangue passar pelas artérias e veias pulmonares, logo ele néao flui
bem pelos pulmdes causando cansac¢o no coracao, pois precisa trabalhar mais para
esse sangue ir adiante. Os dados indicaram uma significativa indugdo, mediada pela
adenosina, na vasodilatagcdo dos vasos pulmonares via o subtipo Azaindependente de
um endotélio funcional. Além disso, a hipoxia é um grande estimulo para producéo de
adenosina, que atua protegendo o tecido da lesdo causada pela propria hipéxia e os
niveis aumentados de adenosina proximos aos vasos podem ter efeitos na estrutura

e fungéo vascular.

Assim, a adenosina se torna um promissor alvo terapéutico, € uma molécula
considerada onipresente, pois possui acoes em diversas funcdes celulares, seus
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receptores sdo expressos na maioria dos tecidos e células. Logo, a ativacdo ou
blogueio desses receptores estao relacionados a varias patologias e a hipertenséo é
uma delas. Portanto, a compreensdo do sistema adenosinérgico € crucial para o
desenvolvimento de farmacos que possam auxiliar no tratamento dessas patologias
(SOBREVIA & FREDHOLM, 2017; PELELI et al., 2017).

1.3. Alfa-Terpineol

O uso de medicamentos fitoterdpicos como agentes terapéuticos na prevencao
e no tratamento de doencas vem crescendo no mundo (CHOI et al., 2013) devido as
propriedades farmacoldgicas significativas que muitos 6leos essenciais e seus
constituintes demonstraram, portanto tem se buscado cada vez mais novos produtos
naturais bioativos (GALI-MUHTASIB et al., 2004; SOUZA et al., 2011). Os dleos
essenciais apresentam uma gama de acdes biologicas, incluindo efeitos analgésicos,
anticonvulsivantes, anti-inflamatérios e cardiovasculares (KUMAR et al., 2017; DE
SOUSA et al., 2020).

Os terpenos sdo compostos secundarios naturalmente sintetizados pelas
plantas. Esses compostos sdo chamados assim, pois ndo sdo0 essenciais para a
viabilidade da planta, mas sdo importantissimos na interacdo da planta com o meio
ambiente. Os terpenos sao os produtos vegetais mais numerosos e estruturalmente
diversos e sdo formados por unidades de repeticdo ramificada de cinco carbonos,
entdo sua classificacdo se configura de acordo com a quantidade dessas estruturas:
temos 0s monoterpenos, sesquiterpenos, diterpernos, triterpenos, tetraterpenos e
politerpenos (SANTOS et al., 2011). Os monoterpenos estdo entre 0s principais
constituintes dos 6leos essenciais, sdo metabdlitos secundarios formados por plantas
aromaticas e sdo abundantemente encontrados em frutas citricas, vegetais,
especiarias e ervas (BAKKALI et al., 2008). Sdo compostos volateis e caracterizados
por serem responsaveis pela fragrancia em muitas plantas e frutas. Portanto, esses
compostos tém sido usados comercialmente como aromas artificiais nas industrias e

em preparacdes culinérias (TAN et al., 2016)

Os monoterpenos sdo comuns em muitas espécies de plantas e sao

considerados a principal classe de componentes ativos em plantas aromaticas. Esses
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compostos ja apresentaram varias propriedades farmacologicas, incluindo efeitos
antifangicos, antibacterianos, antioxidantes, anticancer e antiespasmoédico e
apresentaram propriedades benéficas também no sistema cardiovascular (RIBEIRO
et al., 2010). Essa atividade hipotensora pode resultar de seus efeitos vasodilatadores
direto no musculo liso vascular. Assim, esses compostos podem ser uteis no

tratamento de diversas patologias.

O Alfa-Terpineol ou (R) -p-menth-1-en-8-ol é um alcool monoterpeno de
ocorréncia natural, € um composto incolor de sabor levemente adocicado e pode ser
encontrado em varias espécies de plantas aromaticas e de fins comumente medicinais
ou culinarios, por exemplo, Melaleuca alternifolia, Salvia officinalis, Carthamus
tinctorius, Origanum vulgare L. e Ocimum canum Sims (CHOI et al., 2013; SABINO et
al. 2013), possuindo uma vasta gama de propriedades biologicas (KHALEEL et al.,
2018). E, segundo Choi e col., 2013, o Alfa-Terpineol foi aprovado pelo FDA (Food
and Drug Administration) como um condimento alimentar. E um composto
reconhecido como seguro, uma vez que a dose letal oral de 50% (LD50) no rato é
superior a 5000mg/kg, e nos niveis de ingestdo atuais usado como um agente

aromatizante ndo apresenta preocupacao de seguranca.

Figura 03: Férmula estrutural do Alfa-Terpineol
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Fonte: Safaripour et al., 2018

O Alfa-Terpineol é bastante utilizado na fabricagdo de cosméticos, sabonetes,

perfumes, agentes antissépticos e é considerado um dos compostos de fragrancias
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mais utilizados (KHALEEL et al., 2018). Devido ao seu uso especifico como fragrancia,
0s estudos toxicoldgicos dos efeitos dérmicos comprovaram irritacdo leve ou nenhuma
(CHOI et al.,, 2013). Além disso, o Alfa-Terpineol possui uma ampla gama de
aplicacfes bioldgicas, exibindo efeitos anti-proliferativos e anticancerigenos, sendo
um composto com potencial terapéutico na prevencdo ou tratamento do cancer. O
Alfa-Terpineol apresentou citotoxicidade significativa em varias linhagens celulares
cancerigenas: HepG2 (linhagem hepatocelular de carcinoma humano), HelLa
(inhagem celular carcinbmica hepiteloide), MOLT-4 (células T de leucemia
linfoblastica humana), K-562 (linhagem celular de leucemia mieloide crénica humana)
e CTRV-1 (células B da medula 6ssea de um paciente com leucemia mieloide aguda).
O Alfa-Terpineol parece inibir o crescimento e induzir a morte celular em células
tumorais via inibicdo da Nf-KB (KHALEEL et al., 2018).

O Alfa-Terpineol também apresentou propriedades anti-inflamatorias, se
mostrando como agente promissor na reducdo de efeitos inflamatérios e na
modulacédo de citocinas que sdo mediadores quimicos (HART et al., 2000). A citocina
IL-10 se mostrou ser umas das principais citocinas envolvidas no efeito anti-
inflamatorio de monoterpenos como Mentol, Carvacrol e o Alfa-terpineol (QUINTANS
et al., 2019). Entre as citocinas proé-inflamatérias liberadas em resposta ao dano
celular ou tecidual, a interleucina-6 (IL-6) € o mediador mais importante da febre e
induz a secrec¢do de proteinas de resposta de fase aguda durante a inflamacao. Sua
inibicdo € considerada um evento anti-inflamatério, que ajuda a reduzir as reacdes
inflamatoérias associadas a varias infecgdes, incluindo a do resfriado comum. Os
resultados apresentados nesse estudo, suportam claramente a hipétese de que o
suco de laranja contém compostos, como o Alfa-Terpineol, capazes de inibir a
formacdo de IL-6 em células bucais. A fortificacdo do suco de laranja com Alfa-
Terpineol a 3144 ug / L, reduziu a formacédo de IL-6 nas células bucais (HELD,
SCHIEBERLE & SOMOZA, 2007). No estudo de Nogueira e col.,, 2014, o Alfa-
Terpineol, juntamente com outro monoterpeno, o Terpinen-4-ol, inibiram a producéo
de IL-6. O Alfa-Terpineol também apresentou efeitos antioxidantes uma vez que se
descobriu ser um potente inibidor da producdo de superdxido por mondcitos
estimulados, refletindo sua capacidade de atuar como conservante em alimentos,
cosmeéticos e produtos farmacéuticos, prevenindo a degeneracéo oxidativa de seus
componentes (KHALEEL et al., 2018; QUINTANS et al., 2019).

33



O Alfa-Terpineol apresentou propriedades antimicrobianas. Estudos mostraram
que o 6leo essencial de folhas de Cinnamomum longepaniculatum possui forte
atividade antibacteriana. Essa erva cultivada na provincia chinesa de Sichuan tem o
Alfa-Tepineol como principal componente e compreende cerca de 15,43% do 6leo
integral. O Alfa-Terpineol demonstrou excelente atividade antibacteriana inclusive
superior a demostrada pela C. longepaniculatum, inibiu o crescimento de Escherichia
coli alterando sua estrutura, matando-a diretamente. Possui mesma atividade contra

Salmonella enteritidis e Staphylococcus (LI et al., 2014).

Outras propriedades apresentadas pelo Alfa-Terpineol foram antinocicepcéao,
atividade inseticida, composto que aumenta a permeabilidade de drogas hidrofilicas e
atividade anti-ulcera (KHALEEL et al., 2018; SAFARIPOUR et al, 2018). A
administracdo oral de Alfa-Terpineol reduziu a Ulcera gastrica induzida por etanol e
indometacina em ratos de forma dose dependente. A acdo gastroprotetora do Alfa-
Terpineol indica a importédncia desse composto no desenvolvimento de novos
farmacos anti-Ulcera (SOUZA et al., 2011).

No sistema cardiovascular, os efeitos do Alfa-Terpineol foram estudados por
Sabino e col., 2013, onde foi verificado que a administracao oral de Alfa-Terpineol foi
capaz de reduzir a pressdo arterial média em ratos de forma dependente da
concentracdo e induziu uma vasodilatacdo independente do endotélio nos anéis
arteriais mesentéricos. Essa hipotensdo pode ter ocorrido devido a uma diminui¢cao
na resisténcia vascular periférica. O Alfa-Terpineol foi capaz de inibir as contracdes
induzidas pela adicdo cumulativa de fenilefrina em preparacdes de anéis arteriais
mesentéricos sem endotélio, sugerindo sua possivel atividade na maquinaria contratil

do musculo liso vascular.

Em outro estudo, o vasorrelaxamento induzido pelo Alfa-Terpineol foi
significativamente atenuado apds a remog¢do do endotélio. Os principais achados
foram que o Alfa-Terpineol induz hipotensdo acentuada e taquicardia em ratos
conscientes que poderiam ser atribuidos, pelo menos em parte, a diminuicdo da
resisténcia vascular periférica mediada pelo aumento da liberacdo de NO e
consequente ativagdo do NO-GMPc. A hipotensao e taquicardia induzidas pelo alfa-
terpineol foram significativamente atenuadas na presenca do inibidor de NOS L-

NAME, indicando que o efeito hipotensor do composto em ratos normotensos
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conscientes pode ser dependente da liberacdo de NO do endotélio vascular (RIBEIRO
et al., 2010).

No estudo de Magalhé&es e col., 2008, o 6leo essencial de Croton nepetaefolius
Baill composto predominantemente por terpenos como Metileugenol e Alfa-Terpineol
demonstrou efeitos hipotensivos. Os dados demostraram que o0s efeitos
vasorrelaxantes podem ser atribuidos, pelo menos em parte, as acdes de seus
constituintes principais Metileugenol e Alfa-Terpineol e parecem parcialmente
dependentes da integridade do endotélio funcional. Além do envolvimento das vias
endoteliais de L-arginina / NO, a inibicdo de outras vias de transducédo pode estar

envolvida na mediacéo desses efeitos.

Em nosso estudo, utilizamos a linhagem celular A7r5 que sdo células
provenientes do musculo liso vascular da aorta de ratos, essas células apresentam
um aumento na atividade das enzimas adenilato quinase (ADK) ou mioquinase e
creatina fosfoquinase (CPK) a medida que a cultura atinge a fase estacionaria ou
plateau, fase onde ha um equilibrio na proliferacdo celular. A ADK é uma enzima
citosdlica que atua no sistema adenosinérgico sendo um dos mecanismos
responsaveis pela diminuicdo da biodisponibilidade desse nucleosideo, pois fosforila
a adenosina em AMP (LERMAN & BERLARDINELLI, 1991; BOREA et al., 2016).

Dada a importancia do sistema adenosinérgico nos processos de regulacéo
cardiovascular, como discutido no tépico anterior, decidimos investigar a possivel
expressdo desses receptores nas células A7r5. Apés ampla investigacdo, nao foi
encontrado nenhum trabalho que mostrasse de fato a presenca deles nessa linhagem
celular. Assim, investigamos a presenca dos receptores A1 e A2a nessas células de
musculo liso de aorta toracica de ratos uma vez que, no sistema cardiovascular, a
adenosina induz vasodilatagdo via ativacao do receptor de adenosina A2a (HO, LOW
& ROSE’'MEYER, 2016).

Assim, trabalho do nosso laboratorio (Santos, 2019), confirmou a presenca dos
receptores Axa nas células A7r5. A figura 04 mostra a quantidade absoluta
normalizada em relacéo ao housekeeping AlF, do RNAm dos receptores A1 e A2a. Nele
vemos a presenca consideravel dos receptores Aza em relacdo ao A1 nesse tipo de
linhagem celular e, dessa forma, justifica-se a importancia dos nossos estudos em

funcdo desse receptor como possivelmente envolvido nas acdes do Alfa-Terpineol.
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A CPK é uma enzima indicadora utilizada em exames laboratoriais para
identificar lesbes e/ou inflamacdes no tecido muscular, uma vez que desempenha um
papel nas vias energéticas do musculo contribuindo para manutencdo dos niveis
intracelulares de ATP (SAKS et al., 1978). As VSMCs exibem um fendétipo contratil e,
como falamos, possuem uma grande plasticidade pois apresentam a capacidade de
se modularem fenotipicamente para realizar o reparo em resposta a lesGes através do
aumento das taxas de migracéo e proliferacdo, modificagdo da matriz extracelular,
sintese de quimiocinas, citocinas pré-inflamatérias e fatores de crescimento (YEMERE
et al., 2006; BROZOVICH et al., 2016).

Figura 04: Identificac@o dos receptores de adenosina nas células A7r5
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Expressao do receptor Aza nas células A7r5. Fonte: Santos, 2019.
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2. CONCLUSAO

- Concluimos que a melhor concentragdo do Tween 80 para ser utilizado como veiculo

e que ndo interfere na viabilidade celular da linhagem de células A7r5 é de 0,025%.

- Concluimos que o Alfa-Terpineol ndo ocasiona morte celular nos tempos de 24 e 48
horas, nas concentragdes testadas, exceto na maior concentragdo de 10-°M.

- O Alfa-Terpineol ocasiona reducao na viabilidade celular no tempo mais prolongado,

72 horas, e em concentracées mais altas, de 10° e 103 M.

- Nas células A7r5, o Alfa-Terpineol parece agir modulando os receptores de
adenosina Aza, porém o0s mecanismos envolvidos nessas agdes precisam melhor

estudados.
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