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O oleo essencial de Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze (Lamiaceae) promove efeito tocolitico in
vitro em rata por modulagado de receptores muscarinicos e canais de calcio e de potéassio

BARROS, B. C.

Trabalho de Conclusao de Curso/Farmacia/UFPB (2016)

Resumo

A espécie do género Mesosphaerum da familia Lamiaceae, Mesosphaerum
suaveolens, é usadas popularmente para problemas digestivos e alivio de cdlicas
menstruais. Das folhas da espécie foi extraido o 6leo essencial (MS-OE) e diante
disso, objetivou-se realizar uma triagem farmacologica preliminar e investigar o
mecanismo de acéo tocolitico do 6leo essencial de Mesosphaerum suaveolens em
ratas virgens. Os cornos uterinos eram suspensos em cubas de banho para érgaos
isolados, sob condi¢cbes apropriadas, sendo as contracdes isotbnicas e isométricas
monitoradas adequadamente. Todos o0s procedimentos experimentais foram
aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)/UFPB (n° 088/2016).
MS-OE antagonizou de maneira dependente de concentracdo as contracdes fasicas
induzidas por 10° M de carbacol (CCh) (Clsp= 19,0+1,3 pg/mL, n = 5),
apresentando um Emax de 100% na concentracdo de 81 pg/mL e por 102 Ul/mL de
ocitocina (Clsp=33,8 + 4,7 ug/mL, n = 5) apresentando um En.x de 100% , na
concentracdo de 243 pg/mL. A partir disso decidiu-se investigar o mecanismo de
acdo tocolitica do MS-OE e este inibiu as curvas concentracfes-respostas
cumulativas ao CCh, desviando-as para direita de forma néo paralela e com reducéo
do Emax, Sugerindo um antagonismo ndo competitivo do tipo pseudoirreversivel dos
receptores muscarinicos, além de relaxar de maneira equipotente o Utero pré-
contraido com KCI 60 mM e ocitocina 102 Ul/mL (CEsp=15,0+2,6 e 20,2 + 0,8
pug/mL, respectivamente). Como um passo comum na via de sinalizacdo destes
agentes contrateis s&o os canais de Ca®* dependentes de voltagem (Cay) decidiu-se
investigar se 0 MS-OE estaria impedindo o influxo de Ca®*. O MS-OE antagonizou
as curvas concentragfes-respostas cumulativas ao CaCl, em meio despolarizante
nominalmente sem Ca®" além de relaxar o Gtero pré-contraido com 3 x 107 M de
S-(-)-Bay K8644, um agonista dos Cayl indicando uma possivel inibicdo do influxo
de Ca?" através dos Cayl. Sabendo-se que os canais de K* desempenham um
papel importante na regulacdo do potencial de membrana e modulam os Cay,
decidiu-se investigar a participacdo desses canais no efeito tocolitico do MS-OE. A
poténcia do MS-OE (CEsp = 20,2 + 0,8 pg/mL) foi reduzida em aproximadamente 1,5
vezes na presenca de CsCl (CEsp = 32,2 + 2,0 yg/mL), bloqueador ndo seletivo dos
canais de K", sugerindo assim a participacdo dos canais de K" no efeito tocolitico do
MS-OE. Com base nisso, respalda-se o uso popular de Meshosphareum suaveolens
para tratar distlrbios uterinos e conclui-se que o efeito tocolitico do MS-OE ocorre,
pelo menos em parte por um antagonismo ndo competitivo do tipo
pseudoirreversivel dos receptores muscarinicos, além de bloquear os Cayl e
modular positivamente/ativar os canais de K*, porém sdo necessarios outros estudos
para esclarecer como esse 0leo modula esses canais que estdo envolvidos neste
efeito.

Palavras-chave: Hyptis, Mesosphaerum suaveolens, efeito tocolitico, antagonismo
pseudoirreversivel.
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Essential oil from Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze (Lamiaceae) promotes tocolytic effect in vitro
on rat by modulation of muscarinic receptors and calcium and potassium channels

BARROS, B. C.

Trabalho de Conclusao de Curso/Farmacia/UFPB (2016)

Abstract

The specie from Mesosphaerum genus of Lamiaceae family, Mesosphaerum
suaveolens, is popularly used for digestive disorders and to relief menstrual cramps.
From the leaves of this species, the essencial oil (MS-EO) was extracted and, thus,
we aimed to perform a pharmacological screening and to investigate the mechanism
of action of the essencial oil from Mesosphaerum suaveolens in virgin rats. Then,
uterine horns were suspended in orghan baths, under appropriate conditions, and
isotonic and isometric contractions were monitored. All experimental procedures
were approved by Ethical Comitee on Animal Use (CEUA)/UFPB (n° 088/2016).
MS-EO antagonized, in a concentration dependente manner, phasic contractions
induced by carbachol (CCh) 10° M (ICso = 19.0 + 1.3 pg/mL, n = 5), presenting Emax
value of 100% in the concentration of 81 pg/mL, and by oxytocin 1072 IU/mL
(ICs0= 33.8 £ 4.7 pg/mL, n = 5), showing Enax value of 100% in the concentration of
243 pg/mL. Besides that, we decided to investigate the mechanism of tocolytic action
of MS-EO, and it inhibited the cumulative concentration-response curves to CCh,
rightward sifting them in a non parallel manner, with reduction on Enax, Sugesting a
pseudo-irreversible non-competitive antagonism of muscarinic receptors, in addition
to relaxing, in an equipotente manner, the utherus pre-contracted by either KCI
60 mM or oxytocin 102 lU/mL (ECso = 15.0 + 2.6 and 20.2 + 0.8 pg/mL, respectively).
As the common step in the pathway of both contractile agents is the opening of
voltage-sensitive Ca** channels (Cay), we decided to assess the probably inhibbitory
effect of SM-EO on Ca®" influx. MS-EO antagonized the cumulative
concentration-response curves to CaCl,, in depolarizing médium nominally Ca**-free,
besides relaxed the utherus pre-contracted by the Cay-1 agonist S-(-)-Bay K8644
3 x 107 M, indicating a possible attenuation of Ca®* influx through Cay1. Since that
K* channels have an essential role in regulating the potential membrane and that
they modulate Cay, we decided to investigate the involvement of these channels in
the tocolytic efect of MS-EO. The potency of MS-EO (ECsp = 20.2 £ 0.8 ug/mL) was
about 1.5-fold reduced in the presence of CsCl (ECsp=32.2 2.0 ug/mL), an
inespecific blocker of K channels, confirming the participation of these channels in
the tocolytic effect of MS-EO. Therefore, in this work we support the popular use of
Meshosphareum suaveolens for uterine disorders and we concluded that the
tocolytic effect of MS-EO in rat occurs, at least in part by pseudo-irreversible non
competitive antagonism type of muscarinic receptors, in addition to the blockade of
Cayl and positive modulation/activation of K* channels. However, there is the need
of additional studies to better understand how the essential oil modulates these
channels and confirm the subtypes of K* channels related to this effect.

Keywords: Hyptis, Mesosphaerum suaveolens, tocolytic effect, pseudo-irreversible
antagonism.
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1.1 Produtos naturais e fitoterapia no Brasil

Os produtos naturais desempenham um papel muito importante no processo
de descoberta e de desenvolvimento de drogas (NEWMAN; CRAGG, 2016),
podendo ser oriundos de micro-organismos, plantas, organismos marinhos, anfibios,
entre outros animais (JONH, 2010). Estima-se que 65-80% da populagdao mundial
faz uso de produtos naturais na busca do alivio ou da cura de doencas ha varias
décadas (VIEGAS-JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006; AGRA; FREITAS;
BARBOSA-FILHO, 2007).

O mundo possui uma grande biodiversidade, sendo a maioria desconhecida
do ponto de vista cientifico, onde entre 250-500 mil, poucas espécies dispdem de
estudos fitoquimicos e uma porcentagem ainda menor avalia 0s aspectos bioldgicos
(NEWMAN; CRAGG, 2012).

Em uma vasta andlise de novos farmacos inseridos no mercado entre 1981 e
2014, somente 35% das 1211 novas moléculas quimicas podem ser classificadas
como sintéticas. Em contrapartida, observa-se mais de uma centena de compostos
derivados de produtos naturais em fase de testes clinicos, além de 18 drogas
derivadas de produtos naturais, que foram aprovadas para a utilizacédo clinica entre
1981 e 2011 (BUTLER, 2008; NEWMAN; CRAGG, 2016).

Com base nisso, nas ultimas décadas tem-se notado um grande avanco
cientifico envolvendo os estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais
na busca de novos compostos com propriedades terapéuticas (MALAQUIAS et al.,
2014). Nesse contexto, destaca-se o Brasil, por apresentar um forte potencial,
devido a enorme biodiversidade, para a descoberta e o para desenvolvimento de
medicamentos oriundos de produtos naturais (COSTA-LOTUFO et al., 2010).

Dessa forma, o governo federal, em junho de 2006, aprovou o Decreto 5.813
que estabelece a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, a qual
determina diretrizes e linhas prioritarias para o desenvolvimento de ac¢des voltadas a
garantia do acesso seguro e ao uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos no
Brasil. Além disso, estabelece o desenvolvimento de tecnologias, de inovacdes e 0
fortalecimento das cadeias e dos arranjos produtivos, ao uso sustentavel da
biodiversidade brasileira e desenvolvimento do Complexo Produtivo da Saude
(BRASIL, 2006).



25
Barros, 2016 1 Introducéo

Anos mais tarde foi redigida a Resolucao de Diretoria Colegiada (RDC) n° 26
de 13 de maio de 2014, que diferencia medicamento fitoterapico de produto
tradicional fitoterapico, sendo o primeiro obtido empregando-se exclusivamente
matérias-primas ativas vegetais, o qual a eficacia e a seguranca sao validadas por
evidéncias clinicas que sejam caracterizados pela constancia de sua qualidade.
Com relacdo ao produto tradicional fitoterapico, esse também deve ser oriundo
exclusivamente de matérias-primas ativas vegetais, porém sua seguranca e eficacia
devem ser baseadas em dados publicados na literatura técnico-cientifica e que
sejam concebidos para serem utilizados sem a vigilancia de um médico para fins de
diagndstico, de prescricdo ou de monitoramento (BRASIL, 2014).

Assim, os produtos tradicionais fitoterapicos ndo podem ser utilizados para
tratar doencas, disturbios, condicbes ou acbes consideradas graves, nem conter
matérias-primas em concentracéo de risco tdxico conhecido ou serem administrados
pelas vias injetavel e/ou oftalmica. Outrossim, é importante destacar que ndo sdo
considerados medicamentos ou produto tradicional fitoterapico aqueles que, na sua
composicdo, inclua substancias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as
associagOes destas com extratos vegetais (BRASIL, 2014).

As principais classes terapéuticas de medicamentos fitoterapicos mais
comercializadas no Brasil sdo indicadas como psicolépticos (sedativos, ansioliticos e
antidepressivos), antivaricosos, anti-hemorroidarios, auxiliares digestivos e
hepaticos, tbnicos, laxantes, descongestionantes, antigripais, para auxiliar na
circulagdo cerebral e antiespasmodicos (VALEZE; BRENZAN, 2011). No Brasil, as
especialidades farmacéuticas mais comercializadas sdo o Tebonin® e o Tanakan®
(Gingko biloba) indicados para disttrbios vestibulares e cerebrais, o Laitan® (Piper
methysticum) indicado como ansiolitico (SCHULZ; HANSEL; TYLER, 2002) e o
Acheflan® (Cordia verbenacea DC.) indicado como anti-inflamatério de uso tépico
(HENRIQUE; SIMOES-PIRES; APEL, 2009; BEZERRA et al., 2015).

Além disso, a utilizagdo de plantas medicinais pela populagdo € uma
alternativa terapéutica econdmica (LUSA, 2010). Entretanto, sdo necessarios
estudos que visem respaldar os conhecimentos etnomedicinais, assim como o
estudo de espécies da familia Lamiaceae, que sdo usadas popularmente no
tratamento ou alivio de sintomas relacionados a diversas doencas (BASILIO et al.,
2006)
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1.2 A familia Lamiaceae

Entre a biodiversidade das plantas medicinais, encontra-se a familia
Lamiaceae, que é uma das maiores familias de Angiospermas. Apresenta
aproximadamente 258 géneros e 7.193 espécies, difundida em todo o mundo e no
Brasil possui em média 23 géneros e 232 espécies nativas. Possui uma distribui¢céo
cosmopolita, ocorrendo principalmente em savanas abertas e regides montanhosas
de clima tropical a subtropical (Figura 1) (TRINDADE et al., 2016).

Figura 1 — Mapa de distribuicdo da familia Lamiaceae no mundo.

1-8
10-83

W 100 -999

W 1000 -59399
W 10000 -89399
M 100000 +

Fonte: adaptado de http://www.tropicos.org. Acesso em 01 de novembro de 2016.

Espécies dessa familia apresentam uma composicdo muito rica em Oleos
essenciais (YUNES; CECHINEL-FILHO, 2009) e a literatura descreve a utilizagéo de
diferentes partes das plantas de véarias espécies dessa familia para cura/alivio de
diversos agravos da saude (Quadro 1).
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Quadro 1 — Espécies da familia Lamiaceae utilizadas popularmente.

Espécie PR Bl Uso popular Referéncia
planta
Raizes Propriedades MUKHERJEE et
. estomacais al., 1984
Hyptis suaveollens
(L.) Point. Flores Doencas respiratérias, | AGRA et al., 2008

digestado e dor de
cabeca

Hyptis verticillata
Jacq.?

Planta inteira

Dor de cabeca,
estdbmago e desordens
gastrintestinais

ROJAS et al., 1992

Nao Antibacteriana,
informado antimicética e MALAN et al.,
Hyptis pectinata (L.) antitussigena 1989
Poit.?
Flores Asma, tosse, bronquite | AGRA et al., 2008
e doencas do figado
Doencas intestinais e
Hvpti A Folhas estomacais
yptis martiusii AGRA et al.. 2008
Benth.* ] « K
Raizes Inflamacéo dos
ovarios
Hyptis macrostachys Folhas Asma, tosse e AGRA et al. 2008
Benth.® bronquite K
. Doencgas articulares,
Hyptis umbrosa Folhas estomacais e AGRA et al., 2008

Salzm. ex. Benth.®

expectorante

Sinonimias: 1 = Mesosphaerum suaveolens; 2 = Condea verticillata ; 3 = Mesosphaerum
pectinatum; 4 = Medusantha martiussi. 5 = Leptohyptis macrostachys ; 6 = Mesosphaerum
sidifolium

Além disso, diversas atividades farmacoldgicas sao relatadas para espécies
da familia Lamiaceae como atividade hipotensora do 6leo essencial das folhas de
Hyptis fruticosa (SANTOS et al., 2007), anti-hiperglicEmica do extrato das folhas de
Hyptis suaveolens (MISHRA et al., 2011), espasmogénica em ileo de cobaia para o
extrato de Plectranthus barbatus (BHAKUNI 1970),

antimicrobiana para o 6leo essencial de Melissa oficinalis (MIMICA-DUKIE et al.,

et al, antioxidante e
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2004), inseticida para o 0Oleo essencial de Ocimum selloi (PAULA et al.,, 2003),
espasmogénica em células de miométrio humano gravido do 6leo essencial das
folnas de Hyptis suaveolens (ATTAH et al., 2012) e atividade antidiarreica em
camundongos e espasmolitica do extrato etandlico bruto das partes aéreas de Hyptis
macrostachys (VASCONCELOS, 2011; SOUZA et al., 2013).

Recentemente, a familia Lamiaceae passou por mudangas em sua
nomenclatura, relacionadas a delimitacdo e reorganizacado dos seus constituintes, a
partir de estudos filogenéticos, morfolégicos e moleculares, sendo incorporados
géneros da familia Verbenaceae. Além disso, espécies do género Hyptis foram
relocadas em outros géneros, a exemplo de Hyptis martiussi (Benth.) agora inserida
no género Medusantha intitulada atualmente de Medusantha martiussi (Benth.) e
Hyptis pectinata Hyptis umbrosa Salzm ex Benth. e Hyptis suaveolens (L.) Poit.
agora pertencentes ao género Mesosphaerum e denominadas atualmente de
Mesosphaerum pectinatum (L.) Kuntze, Mesosphaerum sidifolium (L’Hérit) e
Mesosphaerum suaveolens (L.) (HARLEY; PASTORE, 2012; PORTE; GODOY,
2001; HARLEY, 2012; SILVA-LUZ et al., 2012).

1.3 O género Mesosphaerum e a espécie Mesosphaerum suaveolens

O género Mesosphaerum € composto especialmente por espécies antes
pertencentes ao género Hyptis. Esse género é composto por 25 espécies,
distribuidas principalmente nos Andes até regides montanhosas da América Central
e México (SILVA-LUZ et al., 2012).

Este género € rico em espécies de grande importancia econdmica,
etnofarmacoldgica e fortemente aroméaticas. No nordeste do Brasil sdo popularmente
usadas na forma de infuso, decocto e cigarro, sendo indicadas no tratamento de
varias doencas relacionadas as vias respiratorias, trato gastrintestinal e sistema
reprodutor feminino, sendo amplamente comercializadas nas feiras livres (BASILIO
et al., 2006).

Com base nisso, destaca-se a espécie Mesosphaerum suaveolens, é
considerada como uma erva daninha na Africa, porém em outros paises, é usada
também no tratamento de doencas respiratorias, febre, problemas digestivos, dores
de dentes e de cabeca e dismenorreia (AGRA et al., 2008; LORENZI; ABREU
MATQOS, 2008).
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A espécie Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze. é conhecida popularmente
como “alfazema-de-caboclo” (Figura 2), sendo encontrada na América Tropical e
Asia. No Brasil, distribui-se amplamente, ocorrendo em todas as regifes, exceto no
Sul (SILVA-LUZ et al., 2012).

Sdo relatadas atividades farmacolégicas para essa espécie, como
antimicrobiana (CHUKWUJEKWU et al.,, 2005), hepatoprotetora, citoprotetora
(GHAFFARI et al., 2012) e antidiarreica (SHAIKAT; HOSSAIN; AZAM, 2012) para o
extrato de suas folhas, bem como atividade anti-inflamatoria (GRASSI et al., 2006),
gastroprotetora (ARZAVE et al., 2012), antinociceptiva, neuroprotetora (GHAFFARI
et al., 2014) e espasmogénica (ATTAH et al., 2012) para o 6leo essencial de suas
folhas.

O o6leo essencial das folhas de M. suaveolens foi obtido por hidrodestilacao e
analisado em CG-EM possibilitando a identificagdo de 25 compostos, sendo o
eucaliptol (35,86%), o exo-fenchol (6,42%), o y-cadineno (6,35%), o 3-careno
(5,94%), o biciclogermacreno (5,54%) e o [-pineno (4,98%) os de maior
percentagem na mistura complexa, esses dados estdo de acordo com os dados da
literatura (PEREIRA, 2014) (Anexos 1 e 2).

Figura 2 — Espécie Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze.

Fonte: tropicos.org/Image/100282269. Acesso em 05 de marco de 2016.
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1.4 Fisiologia da contracéo e do relaxamento do musculo liso

Uma vez que o musculo liso compde as paredes de varios 6rgaos ocos como,
vasos sanguineos, vias aéreas, intestino e Utero (TORTORA; DERRICKSON, 2009),
a desregulacdo nos processos de contracdo e de relaxamento deste musculo pode
acarretar varios processos fisiopatologicos como disfuncéo erétil, hipertenséo,
diarreia, constipacao, colicas uterinas, dismenorreia e complicacfes durante o parto
(WEBB 2003; SHMYGOL, WRAY 2004). Ensaios farmacolégicos realizados nesse
tipo de musculo que visem o desenvolvimento de farmacos ou de ferramentas
farmacoldgicas sdo de grande importancia.

O datero humano € um 6rgdo muscular piriforme de paredes espessas e
musculares, normalmente situado entre a bexiga urinaria e o reto. Mede cerca de
7 cm de comprimento e 5cm de largura, porém no periodo gestacional, ele se
adapta em tamanho e estrutura as necessidades de crescimento do feto (JACOB;
FRANCONE; LOSSOW, 1990). Esse 6rgdo € dividido morfologicamente em trés
secbes: o0 colo do utero, o istmo e o corpo uterino, composto por trés camadas
distintas: uma externa (perimétrio), uma intermediaria (miométrio) e uma interna
(endomeétrio) (DAVILA; ESTRADA, 2015).

O perimétrio é responsavel pelo revestimento epitelial do 6rgdo, ja o
miométrio € a camada mais espessa e compde-se de fibras musculares lisas
entrelacadas e envoltas em tecido conjuntivo organizado em camadas indefinidas.
Tal organizacdo € responsavel pelas contracfes que ocorrem em diferentes
direcbes. O endométrio € constituido pelo estroma endometrial caracterizado por
revestimento epitelial e por tecido conjuntivo (JACOB; FRANCONE; LOSSOW, 1990;
GRUBER; O'BRIEN, 2011).

Em relacdo ao utero de rata (Figura 3), este é chamado de utero duplo ou
duplex, o qual consiste em dois tubos ligados a dois canais cervicais distintos e a
vagina (MARTINS et al., 2011). Sua estrutura € formada por uma camada interna, o
endométrio, e uma externa, o miométrio, que € constituido por duas camadas
distintas, uma longitudinal exterior e uma circular interna com origem, estrutura,
funcdo e padrdes de contracdo diferentes (VEALE; OLIVER; HAVLIK, 2000;
AGUILAR; MITCHELL, 2010).
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Figura 3 — Anatomia do Utero de rata.

'3— Glandula Adrenal

Fonte: SOWASH, 2009

A contracdo do musculo liso se da por meio do aumento da concentracdo do
calcio intracelular, sendo este um importante segundo mensageiro que exerce um
papel essencial a uma grande variedade de processos biologicos (CARAFOLI;
BRINI, 2007). Esse aumento ocorre por influxo desse ion para o citoplasma, através
dos canais presentes na membrana plasmatica, e por liberacdo de fontes internas de
Ca’" para o citoplasma, como o reticulo sarcoplasmatico (RS) (SOMLYO et al.,
1985; PAN; MA, 2003; KEARNEY et al., 2005).

A contracdo do musculo liso uterino apresenta um papel fundamental na
regulacédo e no controle da atividade contratil do miométrio (WORD, 1995; WRAY et
al., 2001; SHMYGOL, WRAY, 2004), uma regulacdo anormal na contratilidade desse
musculo estd associado a diversos problemas como abortos, partos prematuros,
hemorragias pos-parto e célicas uterinas (WRAY et al., 2001; SHMYGOL; WRAY,
2004; LIMA et al., 2005).

No musculo liso, a contragdo depende previamente do aumento na
concentracdo citosdlica de calcio livre ([Ca**]) (VAN BREEMEN; SAIDA, 1989). A
regulagéo funcional da [Ca*'], para o inicio de uma resposta contratil no misculo
liso depende de dois estimulos que levam a dois tipos de acoplamentos: o
eletromecanico, que ocorre devido & mudanca do potencial de membrana (Vr), € 0
farmacomecanico, que acontece por uma ligacdo de um agonista ao seu respectivo
receptor (REMBOLD, 1996).
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O acoplamento eletromecanico (Figura 4) é caracterizado pela despolarizagdo
da membrana aliada ao aumento da concentracdo extracelular de potassio ([K']e) ou
bertura de canais de calcio dependente de voltagem (Cay) e, consequentemente,

o influxo de Ca** promovendo uma resposta contratil (SOMLYO; SOMLYO, 2003).
O Ca*" oriundo do meio extracelular entra na célula principalmente através
Figura 4 — Esquema do acoplamento eletromecénico da contragcdo muscular lisa pelo

dos Cay (CATTERALL, 2011), os quais estdo presentes na membrana celular da
aumento da concentracgéo extracelular de K*.

ainda indiretamente pela ligacdo dos agonistas aos seus receptores, 0 que ocasiona
maioria das células excitaveis (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2007).
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canais de vazamento, deixando a regido perimembranar interna da membrana plasmatica

polarizada negativamente; B) Um aumento na [K']e diminui o efluxo desses ions,
despolariza, o que ativa os Cay promovendo o influxo de Ca®*, com consequente contraco

ocasionando o acumulo de cargas positivas na regido perimembranar interna; a célula
do musculo liso.

A) Durante o repouso, o gradiente quimico favorece o efluxo de fons K" através de seus

Fonte: SILVA, 2015.
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Os Cay pertencem a super familia de canais idnicos proteicos
transmembranares, em que também estdo incluidos os canais de sédio e potassio
dependentes de voltagem. Esses canais sao complexos proteicos formados por 5
subunidades distintas: a subunidade principal a1, a maior delas e consiste no poro
do canal e possui 0 sensor de voltagem que controla sua abertura; as subunidades
a2 e O estdo ligadas por uma ponte de dissulfeto, formando um dimero, a
subunidade B, intracelular e a subunidade Y, transmembranar. Essa familia de canais
de Ca* possui 10 membros, classificados segundo sua sequéncia primaria de
aminoécidos e suas funcées fisioldgicas. Estes canais medeiam o influxo de Ca** em
resposta a despolarizagdo da membrana e regulam diferentes processos
intracelulares (CATTERALL, 2005; CATTERALL, 2011).

Os Cayl sédo ativados por alta voltagem e sensiveis a di-hidropiridinas
consistem nos principais subtipos de canal de Ca** expresso em muitos misculos
lisos (THORNELOE; NELSON, 2005; WRAY; BURDYGA; NOBLE, 2005).

No musculo liso do utero, o subtipo de Cay mais expressos sdo os Cayl ou
canais de Ca** dependentes de voltagem do tipo L (Cay-L). Além desse, o miométrio
possui outros tipos de Cay, os Cay3 ou canais de Ca®" dependentes de voltagem do
tipo T (Cay-T) que tem uma maior capacidade de condutancia do que os Cayl,
indicando que esse tipo de canal desempenha um papel importante na propagacao
de potenciais de acdo, porém, esses canais sao ausentes em utero de rata (WRAY
et al., 2001; WRAY et al., 2003; NOBLE et al., 2009; AGUILAR; MITCHELL, 2010).

Os mecanismos farmacomecénicos da contragao (Figura 5) incluem: 1)
aumento de 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3) e do diacilglicerol (DAG) por ligacédo do
agonista com o receptor ativando o sistema efetor proteina Ggi-fosfolipase C
B1(PLCB1). O IP3 liga-se a um receptor de IP3 (IP3R), presente no RS, permitindo a
liberagéio de Ca** dos estoques intracelulares que facilitar4 a formacdo do complexo
Ca?*-calmodulina (4Ca*'-CaM) disparando o inicio do mecanismo contratil
(REMBOLD, 1996; SANDERS, 2001; McFADZEAN; GIBSON, 2002); 2) aumento do
influxo de Ca®" através da abertura do canal Cayl por um mecanismo que nao
envolve mudanca no potencial de membrana e 3) liberacdo do Ca?* induzida pelo
Ca’" através de receptores de rianodina (RyR) (sensiveis & cafeina) presentes na
membrana do RS (BRAINARD; KOROVKINA; ENGLAND, 2007). O utero apresenta
tanto os receptores IP3sR como os RyR, no entanto, os IP3R sé&o fisiologicamente
mais importantes (WRAY; SHMYGOL, 2007).
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Figura 5 — Esquema do mecanismo farmacomecéanico da contracdo no musculo liso pela
ativacdo da via Gg11-PLCB;.

@ Agonista

Reticulo sarcoplasmatico
Fonte: SILVA, 2015.

1) O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmatica; 2) As
proteinas Ggu: trocam GDP por GTP na sua subunidade a, tornando-se ativas; 3) A
subunidade Gag1;-GTP ativa a enzima PLC,; 4) A PLCB; cliva o fosfolipidio de membrana
PIP, em IP; e DAG,; 5) O IP; migra pelo citosol e ativa o IPsR presente na membrana do RS,
liberando Ca?* dos estoques; 6) O Ca®" liberado ativa 0 RyR, liberando mais Ca?" para o
citoplasma; 7) O Ca*" liberado, juntamente com o DAG ativam a PKC; 8) A PKC ativada
fosforila ativando os Cay1 e promovendo o influxo de Ca**; 9) O aumento da [Ca*"]. aumenta
a afinidade do Ca*" pela CaM formando o complexo 4Ca*-CaM e ativa a MLCK; 10) A
MLCK ativada fosforila a MLC que interage com os filamentos de actina, desencadeando a
contracdo do mausculo liso. As definicbes das abreviaturas estdo presentes na lista de
abreviaturas e no texto.

Uma vez que o aumento na [Ca*']. leva & contracdo, o relaxamento muscular
liso se da por diminuicdo dos niveis deste ion no citosol (SOMLYO; SOMLYO,
2003). Esta diminuicdo na [Ca**]. pode ocorrer por um mecanismo eletromecanico,
que se da através da repolarizacdo (ou hiperpolarizacdo) da membrana, ou pelo
mecanismo farmacomecanico, que ocorre pela ativacao de receptores de membrana
e inibicdo das vias bioguimicas que levam a contracdo (WOODRUM e BROPHY,
2001).
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O acoplamento eletromecéanico de relaxamento ocorre pela abertura de
canais de K*, que desempenham um importante papel na regulacéo do potencial de
repouso da membrana e na excitabilidade celular (KNOT; BRAYDEN; NELSON,
1996).

Os canais de K* conduzem fons K" através da membrana plasmatica a favor
do seu gradiente eletroquimico (MACKINNON, 2003). A atividade desses canais
pode ser regulada por voltagem, por Ca** ou por neurotransmissores, e pelas vias
de sinalizacdo que os estimulam (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2011), ao
mesmo tempo, em que podem regular o influxo de Ca®" através dos Cay
(THORNELOE; NELSON, 2005).

Varios subtipos desses canais podem regular o tbnus basal do musculo liso,
entre eles, os canais de K" ativados por Ca** de alta condutancia (BKc,), 0s canais
de K* ativados por Ca?* de baixa condutancia (SKca), 0s canais de K* dependentes
de voltagem (Ky) e os canais de K sensiveis ao ATP (Katp) (THORNELOE;
NELSON, 2005). No miométrio, € descrito a presenca desses subtipos de canais
(WANG et al., 1998; SMITH et al., 2007), e entre eles 0s BKc, Sd0 majoritarios e
responsaveis por repolarizar a membrana durante os potenciais de a¢cdo e manter o
periodo de repouso uterino (LORCA; PRABAGARAN; ENGLAND, 2014).

Os mecanismos de relaxamento do muasculo liso via acoplamento
farmacomecanico (Figura 6) podem ocorrer através de receptores acoplados a
proteina Gs (GPCR), cuja subunidade o ativa a ciclase de adenilil (AC) que converte
o trifosfato de adenosina (ATP) em monosfofato ciclico de adenosina (CAMP). Além
da producédo do éxido nitrico (NO), outra via que leva ao relaxamento caracterizado
por esse acoplamento. O NO é um fator relaxante derivado do endotélio, liberado
pelos nervos e pelas células musculares lisas, que ao estimular a ciclase de guanilil
soltvel (sGC), induz a formacdo de monofosfato ciclico de guanosina (cGMP) a
partir do trifosfato de guanosina (GTP) (PEREZ-ZOGHBI et al., 2010; BERRIDGE,
2012).

Os nucleotidios ciclicos irdo ativar suas respectivas proteinas cinases,
dependentes de cAMP (PKA) e de cGMP (PKG), que por sua vez fosforilam varios
substratos, 0 que ocasiona a: 1) ativagdo de canais de K*, que indiretamente, inibem
os Cay; 2) inibicdo direta dos Cay, (REMBOLD, 1996); 3) aumento da cinética da
Ca’*-ATPase tanto do RS (SERCA) como da membrana plasmatica (PMCA); 4)
inibicdo do trocador Na‘/Ca®* (BLAUSTEIN, 1989); 5) inibicdo da cinase da cadeia
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leve da miosina (MLCK), impedindo a fosforilagdo da cadeia leve da miosina (MLC)
(REMBOLD, 1996).

Figura 6 — Esquema do mecanismo farmacomecéanico do relaxamento no musculo liso pela
ativacéo da via Gs/AC/PKA e NO/sGC/PKG.

r 2+
Reticulo sarcoplasmaético E 2

Fonte: SILVA, 2015.

1) O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmatica; 2) A proteina
G; troca GDP por GTP na sua subunidade a, tornando-se ativa; 3) A subunidade Gas-GTP
ativa a AC; 4) A AC converte ATP em cAMP; 5) O NO gerado tanto dos nervos nitrérgicos
como das células endoteliais, estimula a atividade da sGC; 6) A sGC converte GTP em
cGMP; 7) Os nucleotidios ciclicos, cAMP e cGMP ativam suas respectivas proteinas
cinases, PKA e PKG. Ambas as proteinas cinases fosforilam varios substratos: 8) Ativam os
canais de K*; 9) Inibem os Cay; 10) Aumentam a atividade da SERCA e da PMCA; 11)
Ativam o trocador Na‘*/Ca?*; Todos esses mecanismos diminuem a [Ca®]. e 12) Inibem a
MLCK, reduzindo sua afinidade pelo 4Ca?-CaM impedindo a ativacdo da MLC e,
consequentemente, sua interacdo com os filamentos da actina, promovendo o relaxamento
do masculo liso. As definicdes das abreviaturas estdo presentes na lista de abreviaturas e
no texto.

Sendo assim, substancias que atuem inibindo ou ativando um dos passos
dessas vias sao potenciais candidatos a novos farmacos que auxiliem no tratamento

ou alivio dos sintomas de doencas relacionadas a desordem no musculo liso.
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Com base nisso, destaca-se a importancia de aprofundar-se nos estudos
sobre os produtos naturais, em espécies da familia Lamiaceae, sobre a musculatura
lisa uterina, a fim de inserir no mercado produtos e/ou substancias que sejam
eficazes sobre as patologias associadas ao sistema reprodutor feminino, em
especial esse 6rgao. A fim de comprovar cientificamente seu uso popular, visto que
ja sdo amplamente utilizados, além de, constatar a seguranca do uso desses como

possiveis agentes terapéuticos.



2 Objetivos
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2.1 Geral

Investigar o efeito tocolitico in vitro do 6leo essencial das folhas

Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze (MS-OE), através de estudos funcionais em
rata.

2.2 Especificos

v Avaliar o efeito tocolitico do MS-OE frente as contracdes fasicas induzidas por
carbacol ou por ocitocina em Gtero isolado de rata;

v Investigar o mecanismo de acéo tocolitica do MS-OE, avaliando:
e O tipo de antagonismo exercido;
¢ O efeito relaxante sobre o componente ténico da contracao;
e A participacao dos Cay;

e A participagdo dos canais de potassio.



3 Material e métodos
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3.1 Material

3.1.1 Produto-teste

O oleo essenciail foi cedido pelo Dr. Vicente Carlos de Oliveira Costa e pelo
Prof. Dr. Josean Fechine Tavares do setor de Fitoquimica do Programa de
Pos-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB), do Centro
de Ciéncias da Saude (CCS), da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

3.1.2 Animais

As ratas Wistar (Rattus norvegicus) virgens, pesando entre 150-250 g, foram
provenientes do Biotério Prof. Thomas George do Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos (IPeFarM)/UFPB.

Antes dos experimentos, 0s animais eram mantidos sob rigoroso controle
alimentar com uma dieta balanceada e livre acesso a agua e a racao do tipo pellets
(Presence®), com ventilagdo e temperatura (21 + 1 °C) controladas e constantes,
submetidos diariamente a um ciclo claro-escuro de 12 horas, sendo o periodo claro
das 06 as 18 horas. Os experimentos eram realizados entre 08 e 20 horas no
Laboratério de  Farmacologia Funcional Prof. George Thomas do
PPgPNSB/CCS/UFPB. Todos os procedimentos experimentais foram realizados
seguindo os principios de cuidados com animais submetidos e aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA (Certiddo N° 088/2016) da UFPB
(Anexo 1).

3.1.3 Drogas e reagentes

O cloreto de calcio di-hidratado (CaCl,.2H,0), a glicose (CsH1206) € 0 cloreto
de magnésio hexa-hidradado (MgCl,.6H,0) foram adquiridos da Vetec (Brasil). O
cloreto de sodio (NaCl) e o cloreto de potassio (KCI) foram adquiridos da Quimica
Moderna (Brasil). O hidroxido de sédio (NaOH) e o acido cloridrico (HCI) foram
adquiridos da Nuclear (Brasil). O bicarbonato de sddio (NaHCO3) e o alcool etilico

absoluto foram adquiridos da Fmaia (Brasil). Estas substancias, exceto a glicose, o



42
Barros, 2016 3 Material e métodos

NaCl e o NaHCOj3, foram dissolvidas e diluidas em agua destilada para obtencdo de
cada solucdo-estoque que eram mantidas sob refrigeracao.

A ocitocina, o 6leo de castor (Cremophor EL®), o cloridrato de carbamilcolina
(CCh), o 1,4-diidro-2,6-dimetil-5-nitro-4-[2-(trifluorometil)fenil]-3-piridina carboxilico
acido metil éster (S-(-)-Bay K8644), o cloreto de césio (CsCl) e o dietilestilbestrol
foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Brasil). Estas substancias, exceto o Cremophor®
foram mantidas em um “freezer” a temperatura de -20 °C. O CCh e o CsCI foram
dissolvidos e diluidos em &agua destilada. A ocitocina, o S-(-)-Bay K8644 e o
dietilestilbestrol foram dissolvidos em etanol absoluto, sendo a ocitocina e o
S-(-)-Bay K8644 rediluidos em agua destilada para obtencdo da solucdo-estoque
1 Ul/mL e 10 M, respectivamente. Essas substancias foram armazenadas a 4-8 °C
em refrigerador.

A mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO,) foi adquirida da White
Martins (Brasil).

3.1.4 Solucao nutritiva

O pH das solugdes nutritivas, cuja composicao esta descrita abaixo, foram
ajustados para 7,4 com HCI ou NaOH 1 N, essas solucdes foram utilizadas para
simular o meio fisiolégico do Orgdo que foi gaseificado com uma mistura
carbogénica.

Locke Ringer (mM) — NaCl (154,0); KCI (5,6); CaCl, (2,2); MgCl, (2,1);
CeH12056 (5,6); NaHCO3 (6,0) (REVUELTA; CANTABRANA; HIDALGO, 1997).

Locke Ringer nominalmente sem Ca?* (mM) — NaCl (154,0); KCI (5,6);
MgCl, (2,1); CeH1206 (5,6); NaHCO3 (6,0) (REVUELTA; CANTABRANA; HIDALGO,
1997).

3.1.5 Aparelhos

Para o registro das contracdes isotdonicas, os 6rgdos foram suspensos em
cubas de banho para 6rgéos isolados (5 mL) e conectados a uma alavanca isotbnica
de inscricdo frontal em cilindros esfumagados de um quimégrafo (DTF, Brasil). A
temperatura das cubas foi controlada com bombas termostaticas (POLYSTAT
12002, Cole-Palmer, EUA).
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As contracgdes isométricas foram registradas, com o Gtero suspenso em cubas
de banho para 6rgéos isolados (6 mL) modelo BOI-04 e conectados a transdutores
de forca isométricos modelo TIM 05 acoplados a um amplificador modelo
AECADO4F. Este por sua vez estava conectado a um sistema digital com os
softwares AQCAD versédo 2.4.8, para aquisicdo dos dados, e ANCAD para analise.
As cubas estavam acopladas a uma bomba termostatica modelo BT-60 que
controlava a temperatura das cubas. Todos os aparelhos foram adquiridos da AVS
Projetos (Séao Paulo, SP, Brasil).

Os valores de pH foram aferidos através de um pHmetro digital modelo
PG2000 versao 4.3 (GEHAKA, Séo Paulo, SP, Brasil).

As substancias foram pesadas em balanca analitica modelo AY220 e os
animais em balanca semianalitica modelo BG 4000 (GEHAKA, Séo Paulo, SP,

Brasil).

3.2 Métodos

3.2.1 Preparo da solugéo-estoque do 6leo essencial

O 6leo essencial foi solubilizado em Cremophor® (3% v/v) e diluido em agua
destilada para obtencdo da solucdo de partida (10 mg/mL). Esta solucdo era
preparada diariamente antes de cada experimento, uma vez que os 6leos essenciais
sdo caracterizados pela presenca de compostos volateis (BAKKALI et al., 2008). A
concentracdo final de Cremophor® nas cubas nunca excedeu 0,01% (v/v), pois de
acordo com dados obtidos em experimentos anteriores, nesta concentragdo, o
mesmo é desprovido de efeito contratil ou relaxante significante no 6rgdo estudado
(dados ndo mostrados).

No momento dos experimentos, essa solucdo era rediluida em agua destilada
de acordo com a exigéncia do protocolo. As concentracfes do 6leo essencial eram

utilizadas em multiplos de 3.



44
Barros, 2016 3 Material e métodos

3.2.2 Triagem farmacologica

3.2.2.1 Avaliacdo do efeito do MS-OE frente as contra¢cdes fasicas induzidas

por ocitocina ou por carbacol em utero isolado de rata

Foi utilizado o método adaptado por Revuelta, Cantabrana e Hidalgo (2000).
As ratas eram tratadas com dietilestilbestrol (1 mg/kg) via subcutanea, para inducéo
do estro. Decorrido 24 horas apO0s a administracdo desse hormonio, eram
eutanasiadas por decapitacdo com o auxilio de uma guilhotina. Apds isso, a
cavidade abdominal era aberta e realizada a dissecacéo do Utero, este era colocado
em uma placa de Petri contendo solucédo nutritiva de Locke Ringer a 32 °C sob
gaseificacdo com carbogénio. Em seguida, os dois cornos uterinos eram separados
por meio de uma inciséo, abertos longitudinalmente e suspensos verticalmente em
cubas de vidro (5 mL). Para estabilizacdo da preparacdo, esta era mantida em
repouso por 40 minutos antes do contato com qualquer agente, sob tensdo de
repouso de 1 g, efetuando neste periodo, a renovacéo da solucdo nutritiva da cuba a
cada 15 minutos.

Apo6s o periodo de estabilizacdo, era obtida uma contragdo isotdbnica com
60 mM de KCI para verificar a funcionalidade do 6rgdo e apos 15 minutos duas
contracdes fasicas de magnitudes similares, com intervalo de 15 minutos entre
ambas, eram obtidas com 102 UI/mL de ocitocina ou com 10°M de CCh,
concentracdo submaxima que produz cerca de 80% da resposta maxima, e
registradas através de uma alavanca isotdnica de inscri¢cdo frontal em um cilindro
esfumacado de um quimégrafo. MS-OE era incubado por 15 minutos em
preparacdes diferentes e independentes, e na presenca deste era induzida uma
terceira contragdo por um dos agonistas acima citados.

A inibicdo da resposta submaxima de ocitocina ou de CCh foi avaliada por
comparacao das respostas antes (100%, controle) e apos a adi¢cdo do 6leo essencial
a cuba. Os valores da concentracdo do 6leo essencia que inibiram 50% do efeito

maximo produzido por um agonista (Clsp) foram obtidos por regresséao nao linear.

3.2.3 Investigacdo do mecanismo de acao tocolitica do MS-OE em rata
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3.2.3.1 Caracteristica do antagonismo do MS-OE da contracdo induzida por
carbacol

O utero era montado conforme descrito no item 3.2.1.1. Apds o periodo
de estabilizacdo, era induzida uma contragdo isotonica com 60 mM de KCI para
verificar a funcionalidade do 6érgdo. A preparacdo era lavada e, apoés
15 minutos,eram induzidas duas curvas concentragdes-resposta cumulativa ao CCh
(108-102 M). A preparacdo era lavada com solucdo fisiolégica e o MS-OE era
incubado por 15 minutos em diferentes concentracbes e experimentos
independentes e na presenca deste uma nova curva concentragdo-resposta
cumulativa ao CCh era obtida.

Os resultados foram calculados comparando as porcentagens da resposta
contratil na presenca do MS-OE com a obtida pela média das amplitudes méaxima da
curva controle (100%) na auséncia do O6leo essencial. O tipo de antagonismo
exercido por MS-OE era avaliado com base na analise dos valores da concentracao
de uma substancia que produz 50% de seu efeito maximo (CEsp) e do efeito maximo
(Emax) do CCh na auséncia (controle) e na presenca de MS-OE, sendo esses valores

calculados por regressao nao linear.

3.2.3.2 Avaliacdo do efeito tocolitico do MS-OE sobre as contracdes tdnicas

induzidas por KCI ou por ocitocina

O utero era montado conforme descrito no item 3.2.1.1. Apds o periodo de
estabilizacdo, uma contracdo submaxima era induzida por 60 mM de KCI ou por
102 Ul/mL de ocitocina e durante a fase tonica sustentada era adicionado o MS-OE
de maneira cumulativa a cuba e em preparacdes diferentes.

O relaxamento foi expresso como o0 Enax do 6leo essencial e calculado como
a porcentagem reversa de contragdo inicial produzida pelos agentes contrateis. Os

valores da CEsg foram calculados por regresséo nao linear.

3.2.3.3 Avaliagcdo da participacdo dos canais de célcio dependentes de

voltagem no efeito tocolitico do MS-OE em rata
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3.2.3.3.1 Avaliagdo do efeito tocolitico do MS-OE frente as contracdes
induzidas por CaCl, em meio despolarizante (KCl 60 mM) nominalmente sem

ca®*

O utero era preparado conforme descrito no item 3.2.1.1. Apds o periodo de
estabilizacdo de 30 minutos, a solucéo de Locke Ringer era trocada por uma solucéo
de Locke Ringer nominalmente sem Ca®*, que era mantida at¢ o final dos
experimentos. Apos 30 minutos era adicionado 60 mM de KCI e ap6s 10 minutos era
induzida uma curva concentragao-resposta cumulativa ao CaCl,. A preparacao era
lavada com solucéo fisiologica até retornar a linha de base, apds esse periodo era
adicionado 60 mM de KCI por 10 minutos, e em seguida o MS-OE era incubado por
15minutos e na presenca deste era obtida uma segunda curva
concentragcado-resposta cumulativa ao CaCl, (Adaptado de REVUELTA;
CANTABRANA; HIDALGO, 1997).

Os resultados foram calculados comparando as porcentagens da resposta
contratil na presenca do MS-OE com a obtida pela amplitude maxima da curva
controle (100%) na auséncia do 6leo essencial. A inibicdo da contracdo induzida
pelo CaCl, exercida pelo MS-OE foi avaliado com base nos valores da CEsg e do
Emax do CaCl, calculados por regressdo nao linear a partir das curvas

concentracfes-resposta, ha auséncia e na presenca do MS-OE.

3.2.3.3.2 Avaliagdo do efeito tocolitico do MS-OE frente as contracfes
induzidas por S-(-)-Bay K8644

O utero era montado conforme descrito no item 3.2.1.1. Apés o periodo de
estabilizacdo em solucao de Locke Ringer, o Gtero era parcialmente despolarizado
pela adicdo de 15 mM de KCI por 10 minutos (CONTE-CAMERINO et al, 1987) e em
sua presenca era induzida uma contracdo por 3x10°M de S-(-)-Bay K8644
(CALIXTO; RAE, 1991), um agonista seletivo dos Cay-L ou Cayl (SPEDDING;
PAOLETTI, 1992). Durante a fase tGnica dessa contragdo o MS-OE era adicionado
de maneira cumulativa. O relaxamento foi expresso como porcentagem reversa da
contracao inicial produzida pelo S-(-)-Bay K8644. Os valores de CEsg foram

calculados conforme descrito anteriormente.
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3.2.3.4 Avaliacédo da participacdo dos canais de potassio no efeito tocolitico do
MS-OE em rata

3.2.3.4.1 Avaliacéo do efeito do MS-OE sobre as contragfes ténicas induzidas

por ocitocina na auséncia e na presenca de CsCl

O utero era preparado conforme descrito no tem 3.2.1.1. Apos o periodo de
estabilizacéo, era induzida uma contracdo por adicdo de 10 UI/mL de ocitocina e
sobre o componente ténico era adicionado o 6leo essencial de forma cumulativa
(curva-controle). A preparacédo era lavada e, apds 30 minutos, era adicionado a cuba
5 mM de CsClI, um bloqueador néo seletivo dos canais de potassio (LATORRE et al.,
1989), apds 20 minutos na presenca do bloqueador era induzida uma contracédo por
102 UI/mL de ocitocina e sobre o componente toénico dessa contracdo MS-OE era
adicionado de forma cumulativa. O relaxamento produzido pelo MS-OE foi expresso
como a porcentagem reversa da contracdo inicial. Os valores de CEsp do 6leo foram
calculados por regressao nao linear a partir das curvas concentracdes-resposta na
presenca do bloqueador e comparados com os valores de CEsyp do MS-OE na
auséncia do bloqueador.

3.3 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como a meédia e o erro padrdo da média
(e.p.m.) e analisados estatisticamente empregando-se o teste t ndo pareado ou
analise de variancia (ANOVA) one-way seguido do pés-teste de Bonferroni. A
hipotese nula foi rejeitada quando o valor de p < 0,05.

Como parametro de poténcia foram calculados os valores de CEsp, de Clsg € 0
coeficiente de correlacdo linear (R?) foram calculados por regressdo néo linear e
como parametro de eficécia foi calculado 0 Enax (NEUBIG et al., 2003).

Todos os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism® versado
5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, E.U.A.).
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4.1 Triagem farmacolégica

4.1.1 Avaliacdo do efeito do MS-OE frente as contracdes fasicas induzidas por

ocitocina ou por carbacol em utero isolado de rata

O oleo essencial MS-OE (3-729 ug/mL) inibiu as contracdes fasicas induzidas
por 10°M de CCh e por 10 UI/mL de ocitocina em Gtero de rata de maneira
dependente de concentracdo (R* = 0,95 + 0,003 e 0,96 + 0,003, Graficos 1A e 1B,
respectivamente n =5). Nas contracfes fasicas induzidas por CCh, o valor de Enax
para MS-OE foi de 100% obtidos na concentracdo de 81 pg/mL. De maneira
semelhante, nas contracdes fasicas induzidas por ocitocina o valor de Emnax foi de
100% obtido na concentracéo de 243 pug/mL (Gréficos 1B, n = 5) (Tabela 1, n = 5).

Analisando os valores de Clsg, observou-se que o MS-OE foi mais potentes
em inibir as contragcfes fasicas induzidas por CCh (Clsp = 19,0 £ 1,3 ug/mL) do que
por ocitocina (Clsp = 33,8 + 4,7 ug/mL) cerca de 1,7 vezes (Tabela 1, n = 5).

A responsividade do utero de rata aos agonistas contrateis testados foi
restaurada em até 2 horas apoés a retirada dos 6leos essenciais da cuba (dados ndo

mostrados).
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Gréfico 1 — Efeito do MS-OE frente as contracdes fasicas induzidas por 10° M de CCh (A) e
102 UI/mL de ocitocina (B) em Utero isolado de rata
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).
ANOVA one-way seguido do pés-teste de Bonferroni. ***p < 0,001 (Controle vs. MS-OE).
R*=0,95 + 0,003 (CCh) e 0,96 + 0,003 (Ocitocina).

Fonte: Barros, 2016.

Tabela 1 — Valores de E . € de Cls, do MS-OE frente as contrag6es fasicas induzidas por
10" M de CCh e por 10 Ul/mL de ocitocina em Utero isolado de rata (n = 5)

Agentes contrateis Emax (%) Clso (ng/mL)
CCh 100 19,0+ 1,3*
Ocitocina 100 33,8+4,7

Teste t, *p < 0,05 (MS-OE CCh vs. MS-OE OCI)

Fonte: Barros, 2016.
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4.2.2 Investigagdo do mecanismo de acdo tocolitica do MS-OE em rata

4.2.2.1 Caracteristica do antagonismo do MS-OE da contracdo induzida por

carbacol

O MS-OE (81 e 243 pg/mL, n=25), inibiu de maneira dependente de
concentracdo as contracdes induzidas por concentracfes cumulativas de CCh
(Grafico 2). As curvas cumulativas ao CCh foram desviadas para a direita de forma
nao paralela e com reducdo do En.x de 100% (controle) e 87,7 £ 3,5% (27 pg/mL)
para 38,7+ 7,6 e 1,6 £ 1,6% na presenca do 6leo essencial nas concentracbes de
81 e 243 pg/mL, respectivamente (Grafico 4 e Tabela 3). Os valores de CEso do CCh
passaram de 2,8 + 0,5 x 10° M (controle) para 2,1 +0,7 x 10°M e 2,4 + 0,8 x 10* M
na presenca de MS-OE nas concentracdes de 27, 81 e 243 pg/mL, respectivamente
(Tabela 2).
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Gréfico 2 — Curvas concentracdes-resposta cumulativas ao CCh (A) na auséncia (@) e na
presenca de 27 (O), de 81 (M) e de 243 ug/mL ([J) do MS-OE em Utero isolado de rata
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, (n = 5).
ANOVA one-way seguido do pos-teste de Bonferroni, ***p < 0,001 (Controle vs. MS-OE).

Fonte: Barros, 2016.

Tabela 2 — Valores de E . € de CEsy do carbacol na auséncia (controle) e na presenca de
27, 81 e 243 pg/mL do MS-OE, em utero isolado de rata (n = 5)

MS-OE (ug/m L) Emax (%) CEso (M)
Controle 100 2,8+0,5x10°
27 87,7+3,5 2,1+0,7x10°
81 38,7 + 7,6%** 2,4+0,8x10%
243 1,6 + 1,6%* Nd

ANOVA one-way seguido do pos-teste de Bonferroni, *p < 0,05 e ***p < 0,001 (Controle vs.
MS-OE); Nd = nao determinado.

Fonte: Barros, 2016.
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4.2.2.2 Avaliacdo do efeito tocolitico do MS-OE sobre as contragfes tdnicas
induzidas por KCI ou por ocitocina

O MS-OE (0,1-243 e 3-81 ug/mL, n =5) relaxou de maneira dependente de
concentracdo o0 Utero de rata pré-contraido com 60mM de KCI
(CEsp = 15,0 + 2,6 pg/mL) e com 102 Ul/mL de ocitocina (CEsp = 20,2 + 0,8 ug/mL),
respectivamente (Figura 7 e Gréfico 3). Analisando os valores de CEsp pode ser
observado que o MS-OE foi equipotente em relaxar o Utero de rata pré-contraido
tanto com KCI como ocitocina (Tabela 3). Os valores de Enax (103,6 =+ 1,4 e
104,5 £ 1,7%, respectivamente) do MS-OE foram atingidos na concentracdo de
243 ug/mL para as contrac¢des induzidas por KCl e de 81 ug/mL para as contragdes

induzidas por ocitocina (Figura 7, Gréafico 3 e Tabela 3).
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Figura 7 — Registros representativos do efeito tocolitico do MS-OE sobre as contracbes

tonicas induzidas por 60 mM de KCI (A) e por 10 UI/mL de ocitocina (B) em Utero isolado
de rata
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do MS-OE nas concentragfes de
0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 9, 27, 81 e 243 ug/mL (A) e 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 9, 27 e

81 ug/mL (B). MS-OE = 6leo essencial de Mesosphaerum suaveolens; KCI = cloreto de
potassio; OCI = ocitocina.

Fonte: Barros, 2016.
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Gréfico 3 — Efeito tocolitico do MS-OE sobre as contracdes tbnicas induzidas por 60 mM de
KCl (@) e por 10 Ul/mL de ocitocina (O) em Utero isolado de rata
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, (n = 5).

Fonte: Barros, 2016.

Tabela 3 — Valores de E . € de CEso do MS-OE sobre as contrac¢des tonicas induzidas por
60 mM de KCI e por 10 Ul/mL de ocitocina em Utero isolado de rata (n = 5)

Agentes contrateis Emax (%) CEso (ug/mL)
KCI 103,614 15,0+ 2,6
Ocitocina 1045 +1,7 20,2+0,8

Fonte: Barros, 2016.
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4.2.2.3 Avaliacdo da participacdo dos canais de calcio dependentes de
voltagem no efeito tocolitico do MS-OE em rata

4.2.2.3.1 Avaliacdo do efeito tocolitico do MS-OE frente as contracdes
induzidas por CaCl, em meio despolarizante (KCI 60 mM) nominalmente sem
ca*

O MS-OE (81 e 243 pug/mL, n = 5) inibiu as contracdes cumulativas induzidas
pelo aumento na concentracdo extracelular de CaCl, em meio despolarizante
(KCI60 mM) nominalmente sem Ca®. As curvas concentragdes-resposta
cumulativas ao CaCl, foram nédo paralelas com reducao do Enax de 100% (controle)
para 81,9 = 6,6 (ndo significante); 66,0 £ 7,1 e 8,2 +5,1%, na presenca de MS-OE
nas concentracfes de 27, 81 e 243 ug/mL, respectivamente (Grafico 4 e Tabela 4).
N&o houve diferenca nos valores de CEs, do CaCl, na auséncia (1,5 + 0,2 x 102 M,
controle) e na presenca de 27 e 81 pg/mL do MS-OE (1,5+0,4; 2,8 +0,1x 10° M,

respectivamente) (Tabela 4).
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Gréfico 4 — Curvas concentracdes-resposta cumulativas ao CaCl, em meio despolarizante
(KCI 60 mM) nominalmente sem Ca?" na auséncia (controle) (®) e na presenca de 27 (O);
de 81 (M) e de 243 pg/mL ([J) do MS-OE em utero isolado de rata
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

ANOVA one-way seguido do pés-teste de Bonferroni, **p < 0,01 e ***p < 0,001 (Controle vs.
MS-OE).

Fonte: Barros, 2016.

Tabela 4 — Valores de E,.x € de CEsq do CaCl, na auséncia (controle) e na presenca de 27,
81 e 243 pg/mL do MS-OE em utero isolado de rata (n = 5)

MS-OE (pg/mL) Emax (%) CEso (M)
Controle 100 1,5+0,2 x 103
27 81,9+6,6 1,5+0,4x 103
81 66,0 + 7,1** 2,8+0,1x10°3
243 8,2 + 5,1%** Nd

ANOVA one-way seguido do pés-teste de Bonferroni, **p < 0,01 e ***p < 0,001 (Controle vs.
MS-OE); Nd = ndo determinado.

Fonte: Barros, 2016.
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4.2.2.3.2 Avaliagdo do efeito tocolitico do MS-OE frente as contragdes
induzidas por S-(-)-Bay K8644

A poténcia tocolitica do MS-OE (0,1-729 ug/mL, n =5) sobre o utero de rata
pré-contraido com 3 x 107 M de S-(-)-Bay K8644 (CEsp = 188,4 + 27,8 ug/mL), um
agonista dos Cayl, em meio parcialmente despolarizado com 15 mM de KCI, foi
reduzida em cerca de 12,6 vezes quando comparado ao Utero pré-contraido com
60 mM de KCI (CEso = 15,0 £ 2,6 ug/mL) (Figura 8, Grafico 5 e Tabela 5).

Os valores de Enax (103,6 £ 1,4 e 119,3 + 16,3%, respectivamente) do MS-OE
foram atingidos na concentragdo de 243 ug/mL para as contragdes induzidas por

KCl e de 729 pg/mL para as contrac6es induzidas por S--(-)-Bay K8644.
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Figura 8 — Registros representativos do efeito tocolitico do MS-OE sobre as contracdes
tonicas induzidas por 60 mM de KCI (A) e por 3x 107 M de S-(-)-Bay K8644 (B) em (tero

isolado de rata
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do MS-OE nas concentragcfes de
0,01; 0,03;0,1;0,3; 1; 3; 9, 27, 81 e 243 ng/mL (A) e 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 9, 27, 81; 243
e 729 ng/mL (B). MS-OE = 6leo essencial de Mesosphaerum suaveolens; KCI = cloreto de
potassio.

Fonte: Barros, 2016.
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Gréfico 5 - Efeito tocolitico do MS-OE sobre as contracdes ténicas induzidas por 60 mM de
KCI (@) e por 3 x 107 M de S-(-)-Bay K8644 () em Utero isolado de rata
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).

Fonte: Barros, 2016.

Tabela 5 — Valores de E . € de CEso do MS-OE sobre as contrages tonicas induzidas por
60 mM de KCl e por 3 x 107 M de S-(-)-Bay K8644 em (tero isolado de rata (n = 5)

Agentes contrateis Emax (%0) CEso (ug/mL)
KCI 103,6 +1,4 15,0+ 2,6
S-(-)-Bay K8644 119,3+ 16,3 188,4 + 27,8***

Teste t, ***p < 0,001 (KCl vs. S-(-)-Bay K8644). KCI = cloreto de potassio.

Fonte: Barros, 2016.
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4.2.2.4 Avaliacao da participacédo dos canais de potassio no efeito tocolitico do
MS-OE em rata

4.2.2.4.1 Avaliagao do efeito do MS-OE sobre as contragdes tonicas induzidas

por ocitocina na auséncia e na presenca de CsCl

A curva de relaxamento do MS-OE foi deslocada para a direita na presenca
de 5mM de CsCI, um bloqueador ndo seletivo dos canais de potassio (n =5). A
poténcia relaxante do MS-OE (CEsp=32,2+2,0ug/mL) foi reduzida em
aproximadamente 1,5 vezes quando comparada ao relaxamento produzido pelo 6leo
na auséncia de CsClI (CEso = 20,2 £ 0,8 pg/mL) (Figura 9, Gréafico 6 e Tabela 6).

Os valores de Emax (104,5 + 1,7 e 105,9 + 1,9%) do MS-OE foram atingidos na
concentracdo de 81 e 243 ug/mL no controle e na presenga de CsCl,

respectivamente.
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Figura 9 — Reqgistros representativos do efeito tocolitico do MS-OE sobre as contracbes
tonicas induzidas por 10 UI/mL de ocitocina na auséncia (A) e na presenca (B) de 5 mM de
CsCl em utero isolado de rata
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As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do MS-OE nas concentragcfes de
0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 9, 27 e 81 ug/mL (A) e 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 9, 27, 81l e
243 pg/mL (B). MS-OE = 0leo essencial de Mesosphaerum suaveolens; OCI = ocitocina;
CsClI = cloreto de césio.

Fonte: Barros, 2016.
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Grafico 6 — Efeito tocolitico do MS-OE sobre as contracées tdnicas induzidas por 1072 Ul/mL
de ocitocina na auséncia (O) e na presenca (l) de 5 mM de CsCl em utero isolado de rata
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).
Fonte: Barros, 2016.

Tabela 6 — Valores de En.x € de CEso do MS-OE sobre as contragdes tonicas induzidas por

10 Ul/mL de ocitocina na auséncia (O) e na presenca (H) de 5 mM de CsCl em Utero
isolado de rata (n = 5)

Agentes contrateis Emax (%) CEso (ug/mL)
OCl 1045+£1,7 20,2+0,8
CsCl + OClI 109,2+1,9 32,2 £ 2,0%**

Teste t, ***p < 0,001 (OCI vs. CsCl + OCI). OCI = ocitocina; Cscl = cloreto de césio.

Fonte: Barros, 2016.
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Neste trabalho investigou-se, pela primeira vez, o efeito tocolitico do 6leo
essencial das folhas Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze (MS-OE) (Lamiaceae)
bem como parte do mecanismo de acao tocolitica de MS-OE. Demonstrou-se que
esse Oleo essencial exerce seu efeito pelo menos em parte pelo antagonismo
pseudoirreversivel dos receptores muscarinicos, além de envolver o blogueio do
influxo de Ca*" via Cayl, e ativacdo/modulacdo positiva dos canais de K* o que
levaria a reducdo da [Ca*']. e consequente o relaxamento do musculo liso uterino.

O (tero € um 0Orgdo oco que possui trés camadas distintas de muasculo liso,
chamadas de endométrio, miométrio (camada muscular espessa) e de serosa
(camada externa) (MAXIMOW; BLOOM, 1957; JUNQUEIRA; CARNEITO, 1995;
FREITAS, 2006). O miométrio apresenta funcfes essenciais Nnos processos
fisiolégicos, como a implantacdo de embrides, bem como em distarbios de
dismenorreia, endometriose e aborto (AGUILLAR; MITCHELL, 2010; SILVA, 2013).
Com base nisso, € de grande importancia a busca de substancias bioativas que
contribuam para o alivio ou combate de processos patolégicos associados a esse
orgao.

Atualmente existem varios farmacos utilizados no tratamento de distdrbios de
contratilidade uterina, desde os usados para cessar 0s processos de contracdes
(substancias tocoliticas), que séo utilizados para evitar aborto, alivio da dismenorreia
(colica uterina) ou codlicas menstruais, entre os usados atualmente estdo o0s
agonistas dos receptores adrenérgicos B (ritodrina, terbutalina), bloqueadores dos
canais de calcio (nifedipino), inibidores da sintese de prostaglandinas/anti-
inflamatérios ndo esteroidais (AINES), antagonista dos receptores de ocitocina
(atosibano) e sulfato de magnésio (GYETVAI, et al., 1999; OEIl, 2006; GROOM,
2007; ARROWSMITH; KENDRICK; WRAY, 2010; KUNZEL et al.,, 2011). E para
causar a contracao uterina (agentes uterotonicos), auxiliando na indugéo do parto e
na remocao de placenta retida, como 0s agonistas dos receptores muscarinicos, a
ocitocina, bem como o seu analogo, a carbetocina, as prostaglandinas das familias
E (PGE,;) ou F (PGF,,) além dos seus analogos, alcaloides do ergot como a
ergometrina e a metilergonovina (maleato de metilergometrina) e antagonistas dos
receptores de progesterona, dos quais a mifepristona € a mais amplamente utilizada
(WEI et al., 2010; GRUBBER; O’'BRIEN, 2011; RIBEIRO, 2013).

Além disso, varias plantas medicinais jA séo utilizadas no tratamento de

desordens relacionados com menstruacao, gravidez e parto, como a Chamomilla
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SP, Foeniculum SP, Ruta graveolens, Salvia officinalis (WESTFALL, 2001; ZHU et
al., 2008; SILVA et al., 2012). Esses produtos apresentam metabdlitos primarios e
secundarios, sendo que os primeiros estao envolvidos diretamente no crescimento,
no desenvolvimento e na reproducdo das plantas, enquanto que 0s segundos
exercem as fungbes de defesa e de sinalizagéo, além de servirem como pigmento
ou fragrancia (MARIENHAGEN; BOTT, 2013).

Diante disso, encontram-se 0s O6leos essenciais que sdo amplamente
utilizados na induastria farmacéutica (BAKKALI et al., 2008). Alguns estudos
demonstraram a atividade tocolitica de 6leos essenciais em Utero isolado de rata,
como o Oleo essencial de Mentha pulegium (SOARES et al., 2005), Lippia
microphylla Cham. (SILVA, 2013; 2015), Xylopia langsdorfiana, X. frutescens e R.
leptopetala (CORREIA, 2013; FERREIRA, 2014).

Essas substancias possuem uma variedade de importantes funcodes
biolégicas e/ou fisioldgicas, devido a variedade quimica de seus componentes, entre
elas destacam-se as atividades bactericida, antioxidante, fungicida e espasmolitica
(LANG; BUCHBAUER, 2012; SILVA, 2015). Inserido nesse contexto, encontra-se as
espécies do género Mesosphaerum, que sao utilizados popularmente para o alivio
de doencas associadas as vias respiratérias, trato gastrintestinal e sistema
reprodutor feminino (BASILIO et al., 2006).

Diante disso, decidiu-se investigar um possivel efeito tocolitico do Oleo
essencial de Mesosphaerum suaveolens em utero isolado de rata.

Mesosphaerum suaveolens € utilizada para aliviar os sintomas de
dismenorreia (AGRA et al., 1994; AGRA et al., 2008), que € caracterizada por dores
intensas no primeiro dia da menstruacdo e, na maioria dos casos, € acompanhada
por outros sintomas como nauseas, vomitos, palidez, cefaleia, diarreia, vertigem e
desmaio (FONSECA, 2000). Cerca 50-70% das mulheres retratam coélicas uterinas e
destas 10% nao conseguem desenvolver atividades habituais, devido a presenca
dessas dores (IKEDA; SALOMAO; RAMOS, 1999). Com base nisso, substancias
gque atuem no utero promovendo efeito espasmolitico podem ser usadas no
tratamento dessa desordem.

O hormonio e agente farmacologico mais conhecido por sua capacidade de
induzir a contracdo uterina e, consequentemente, promover o trabalho de parto € a
ocitocina (SMITH; MERRILL, 2006). Esse € produzido naturalmente nos nucleos

paraventriculares e supraodpticos do hipotalamo e armazenado e liberado pelo lobo
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posterior da glandula pituitaria. No trabalho de parto, a quantidade de ocitocina se
eleva no plasma estimulando assim contracdo do Utero gravido, especialmente no
final da gestacdo. Esse horménio também auxilia na ejecdo de leite materno,
causando a saida deste para os ductos (GUYTON; HALL, 2011). Atualmente, em
estudos dos protocolos de utilizagdo desta substancia (taxa de administragéo de alta
ou baixa dose) mostraram que a administracdo de alta dose esta relacionada com a
reducdo da taxa de partos cesarianos, um pequeno aumento na taxa de aborto
espontaneo e no parto prematuro (WEI et al., 2010).

A contracdo uterina € dependente de varios mecanismos, dos quais 0s mais
importantes sdo: a estimulagdo dos receptores de ocitocina OT, cuja presenca no
tecido do musculo liso uterino € aumentada pela a¢do do estrogénio o que acontece
no final da gravidez. Os receptores OT sdo metabotropicos acoplados a proteina
Gg11 € quando estimulados pela ocitocina, desencadeiam uma reagdo em cascata,
gerando como segundos mensageiros IP; e DAG, que véo levar a um aumento de
[Ca®*] no interior dos midcitos, além de estimular a sintese de prostaglandinas, que
aumenta ainda mais a atividade uterina. A ocitocina aumenta a forca e a frequéncia
de contracdo uterina (WILLETS, 1999; DYER; VAN DYK; DRESNER, 2010;
RIBEIRO, 2013).

Outros receptores no miométrio, também contribuem para a atividade uterina,
como no caso de receptores muscarinicos Mz, que também acoplam a proteina
Gg11, € quando ativados pela acetilcolina ou CCh, um éster de colina analogo da
acetilcolina, vao levar a contragdo uterina. Esses receptores sdo responsaveis pela
maior parte da contracdo desencadeada no musculo liso induzida por agonista
muscarinico no trato urogenital inferior, incluindo a bexiga e o utero (BASHA et al.,
2009).

A partir disso, resolveu-se investigar o efeito tocolitico do 6leo essencial frente
aos agonistas CCh e ocitocina, e foi observado que MS-OE antagonizou as
contracdes induzidas por CCh (Gréaficos 1A) e por ocitocina (Gréficos 1B) de maneira
dependente de concentracéo.

MS-OE foi mais potente em antagonizar as contracdes quando eram
induzidas por CCh (Tabela 1), indicando assim que provavelmente o efeito tocolitico
desse 6leo em rata pode se dar, em parte, pelo antagonismo dos receptores

muscarinicos, porém nao se descarta a inibicdo dos receptores de ocitocina.
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Para testar esta hipotese decidiu-se investigar se o MS-OE estaria agindo nos
receptores muscarinicos para promover seu efeito tocolitico. Para tanto, avaliou-se a
caracterizacdo do tipo de antagonismo exercido pelo MS-OE frente as curvas
concentracfes-resposta cumulativas ao CCh, e observou-se que na presenca do
Oleo essencial, as curvas concentragfes-respostas cumulativas ao CCh foram
desviadas para direita de forma ndo paralela e com reducdo do Enax (Gréfico 2 e
Tabela 2), descartando assim o antagonismo do tipo competitivo.

O antagonismo ndo competitivo ocorre quando ha ligacdo de um antagonista
ao mesmo sitio de ligacdo do agonista (antagonismo pseudoirreversivel) ou em um
sitio diferente (antagonismo alostérico) (BLUMENATHAL; GARRISON, 2011).
Analisando-se o perfil das curvas do grafico 2 observou-se que provavelmente o tipo
de antagonismo exercido por MS-OE € pseudoirreversivel, visto que, ndo houve
saturacdo do efeito maximo, ou seja, a inibicdo da resposta contratii ao CCh na
presenca de MS-OE ndo atingiu um valor limitante, o que é caracteristico do
antagonismo pseudoirreversivel (BLUMENATHAL; GARRISON, 2011), porém, néo
se descarta a participacdo dos receptores OT no efeito tocolitico do MS-OE.

Sabe-se que o fon Ca* é um segundo mensageiro intracelular determinante
para desencadear uma gama de processos celulares em neurdnios, muasculos e
varias células excitaveis (BERRIDGE; DUPONT, 1995; BERRIDGE,1997;
BERRIDGE; BOOTMAN; LIPP, 1998, BERRIDGE; LIPP; BOOTMAN, 2000;
BOOTMAN; LIPP; BERRIDGE, 2001; SCHUSTER; MARHL; HOFER, 2002). Esse
torna-se um regulador celular universal (CAMPBELL, 1983), primordial e
responsavel pela ativagcdo da contragcdo do musculo liso (NEERING; MORGAN,
1980; MORGAN;MORGAN, 1982).

Assim, a contracdo do musculo liso é mediada principalmente pelo aumento
da [Ca*']., e esse aumento pode ser gerado tanto via despolarizacdo de membrana,
que ativa os Cay, como pela ligacdo de um agonista ao seu respectivo receptor, que
pode ser independente do potencial de membrana (SOMLYO; SOMLYO, 2003),
correspondendo aos acoplamentos eletromecéanico e farmacomecanico,
respectivamente (SOMLYO; SOMLYO, 1968).

A musculatura lisa possui uma resposta bifasica atribuida a uma fonte dual de
Ca?*. E sugerido que a contracdo fasica ocorra a uma resposta a uma liberacéo de
Ca’" dos estoques intracelulares (ABDEL-LATIF, 1989; KOBAYASHI et al., 1989), ja
a contracdo tonica pode ser causada através do influxo de Ca®" pelos Cay (JIM et
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al., 1981). Porém, o utero € um dos poucos 6rgdos que apresentam os dois
componentes atuando de forma distinta, em determinadas fases ele apresenta
contracdes fasicas e em outras exibe contracfes tonicas (YOUNG, 2007), e esta
resposta bifasica pode ser em parte devido & fonte de Ca®** no musculo liso,
proveniente dos estoques intracelulares e do liquido extracelular (RIBEIRO, 2013).

Tendo em vista que os mecanismos envolvidos na manutencgéo da fase tonica
sao diferentes em relacdo aos da fase fasica da contracdo (ABDELLATIF, 1989;
KOBAYASHI et al., 1989; HONDA; TAKANO; KAMIYA, 1996), resolveu-se investigar
se 0 MS-OE relaxaria o Utero de rata pré-contraido com KCI (acoplamento
eletromecanico) e com ocitocina, que age por acoplamento misto (farmaco e
eletromecanico) em utero isolado de rata. O MS-OE relaxou, de maneira significante,
equipotente e dependende de concentracdo, o Utero pré-contraido tanto por KCI
como por ocitocina (Figura 7A e 7B e Gréafico 3). Sabendo que um dos passos
comuns as vias de sinalizacdo desses agentes contrateis € a despolarizacdo da
membrana plasmatica, o que leva a uma abertura dos Cay e consequentemente um
influxo de Ca?*, resultando na manutencdo da fase tonica da contracdo (WRAY,
1993), levantou-se a hipétese de que o MS-OE agiria por bloqueio do influxo de
Ca?" para exercer seu efeito tocolitico.

Para confirmar ou descartar essa hipétese foram construidas curvas
concentracfes-resposta cumulativa ao CaCl, em meio despolarizante (KCl 60 mM)
nominalmente sem Ca?*, na auséncia e na presenca de diferentes concentracdes do
Oleo essencial. Este protocolo tem como fundamento o fato que a contracao ocorre,
quase que exclusivamente pelo Ca** proveniente do meio extracelular, ja que a
despolarizacdo promovida pela elevada [K']e induz a abertura dos Cay (REMBOLD,
1996). Observou-se que as curvas cumulativas ao CaCl, foram ndo paralelas com
reducdo do Enmax (Grafico 4 e Tabela 4). Esses resultados indicam que
provavelmente o MS-OE bloqueia o influxo de Ca?* o que leva a reducéo da [Ca**]
levando ao relaxamento do musculo liso. Resultados semelhantes foram observados
para o extrato etandlico bruto de Hyptis macrostachys em ileo de cobaia (SOUZA et
al., 2013).

Os Cay estdo presentes na membrana celular da maioria das células
excitaveis, eles sao formados por um complexo hetero-oligomérico. No musculo liso,
a subfamilia dos Cayl é a principal responsaveis pelo influxo de Ca** e o sitio de

ligagédo para seus bloqueadores esta na subunidade al, embora nele existam quatro
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outras unidades complexadas (2 a, 1 B e 1 v) (VOGALIS et al., 1991; KURIYAMA,
KITAMURA; NABATA, 1995; KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996). No miométrio de
rata sdo encontrados tanto canais lentos de Cayl assim como canais rapidos de
Na®, porém ndo apresentam os canais de Ca®*" do tipo T, jA4 no miométrio de
humanos é expresso os canais de Ca** dos tipos L (Cavl) e T (ASOKAN et al.,
2002). Além disso, ja € bem elucidado que em utero de rata os Cayl, em resposta a
uma despolarizacdo de membrana, levam ao influxo de Ca** e, consequentemente,
a contracao (WRAY et al., 2003).

Com o intuito de avaliar se o tipo de Cay envolvido na agdo tocolitica do
MS-OE em utero isolado de rata seria os Cayl, avaliou-se o seu efeito sobre as
contracdes tbnicas induzidas pelo derivado di-hidropiridinico S-(-)-Bay K8644, um
agonista seletivo dos Cayl, que age por ligacdo direta na sua subunidade a1 e néo
por despolarizacdo (SPEDDING; PAOLETTI, 1992).

A poténcia relaxante do MS-OE foi atenuada no 6rgédo pré-contraido com o
S-(-)-Bay K8644 quando comparado com a contragdo com KCI (Figura8 e
Grafico 5). O fato da poténcia relaxante do MS-OE ter sido maior frente ao KCI do
que com Bay K8644 estd em conformidade com o observado com o nifedipino,
farmaco padrdo bloqueador dos Cayl (dados do nosso laboratério ainda néo
publicados). Portanto, esse dado sugere que o 6leo essencial esteja agindo por um
bloqueio do influxo de Ca®" via os Cay1.

Diferente do Bay K8644 que s6 induz contracdo por ativar os Cavl, ligando-se
na subunidade alfa, que forma o poro do canal, na contrac¢do induzida por KCl, além
da despolarizagdo de membrana, existem outros mecanismos envolvidos na
manutencdo da contracdo tdnica tais como, a participacdo da via de sensibilzacéo
ao Ca*", envolvendo a translocacdo e ativacdo da RhoA, assim como a ativacdo da
proteina cinase Il dependente de Ca*/calmodulina (CaMKIl), da proteina cinase
regulada por sinal extracelular (ERK) ou a mobilizacdo de calcio dos estoques
intracelulares (RATZ et al., 2005; MURTHY, 2006).

No entanto, ndo se descarta outros mecanismos que possam estar envolvidos
no mecanismo de acéo tocolitica do MS-OE em utero de rata como, por exemplo, a
modulac&o positiva dos canais de K.

Sabendo que os canais de potassio desempenham um papel fundamental na
regulacéo do potencial de membrana e na excitabilidade celular, sendo a contragéo

do musculo liso dependente do balanco entre o aumento da condutancia ao ion K™,
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levando a uma repolarizacéo/hiperpolarizacéo, e a diminuicdo da condutancia a este
ion, ocasionando uma despolarizacdo de membrana (KNOT et al,. 1996). Estes
canais estdo relacionados a varias fungdes fisiologicas, tais como a manutencao do
potencial de repouso das membranas celulares e a secrecdo de hormonios e
neurotransmissores. Sua atividade pode ser regulada por voltagem, fons Ca®",
neurotransmissores e suas vias de sinalizagdo, estimulos quimicos e fisicos,
incluindo a tensédo de oxigénio, pH, lipidios, estiramento mecanico, GPCRs, entre
outros estimulos (LESAGE; LAZDUNSKI, 2000; ALEXANDER; MATHIE; PETERS,
2007). O movimento de fons K* por canais localizados na membrana regulam o
influxo de Ca?* através dos Cay (THORNELOE; NELSON, 2005).

Em células do miométrio, o efluxo de potassio leva a uma repolarizacdo da
membrana, e tal efluxo é a corrente idnica primaria responsavel pela manutencéo do
potencial de repouso no Utero. Na musculatura uterina, os canais de K* mais
expressos e mais estudados sao os canais de potassio dependentes de voltagem
(Kv), canais de potassio ativados por célcio de grande condutancia (BKc,); canais de
potassio ativados por calcio de pequena condutancia (SKcy) € canais de potassio
sensiveis ao ATP (Katp) (BRAINARD; KOROVKINA; ENGLAND, 2007).

E descrito na literatura evidéncias da participacio de varios desses canais na
regulacdo do musculo liso, tanto em nivel funcional como em nivel eletrofisiolégico,
como por exemplo: Ky em ileo de cobaia (LIMA, 2004; CAVALCANTE, 2008), utero
de rata (FERREIRA, 2014; SILVA, 2015) e aorta de rato (RIBEIRO et al., 2007a);
BKca €m musculo longitudinal de ileo de cobaia (UYAMA; IMAIZUMI; WATANABE,
1993), miométrio humano (ANWER et al., 1993, MEERA et al., 1995), traqueia de
cdo (WADE; SIMS, 1993), aorta de coelho (DEMIREL et al.,, 1994), traqueia de
cobaia (HIRAMATSU et al., 1994; RIBEIRO, 2007), traqueia de porco (KUME et al.,
1994; KANNAN; JOHNSON, 1995; YAMAKAGE; HIRSHMAN; CROXTON, 1996),
artérias submucosas e mesentéricas de cobaia (HILL et al., 1997), ileo de cobaia
(SILVA; NOUAILHETAS; ABOULAFIA, 1999; CAVALCANTE, 2001; CAVALCANTE,
2008; LIMA, 2008), artéria mesentérica de rato (OLIVEIRA et al., 2004), utero de rata
(LIMA, 2008, TRAVASSOS et al. 2009; SILVA, 2015); SKc, em aorta de rato (SILVA
et al., 1994), utero de rata (SILVA; OKUYAMA; PAIVA, 1996; SILVA, 2015) e ileo de
cobaia (CAVALCANTE, 2008, MACEDO, 2008). Katp em ileo (SUN; BENISHIN,
1994; CAVALCANTE, 2008, MACEDO, 2008) e traqueia de cobaia (SHIKADA;
TANAKA, 1995), musculo longitudinal de ileo de rato (DAVIES; McCURRIE; WOOD,
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1996), uretra de cobaia (TERAMOTO; BRADING; ITO, 1999), traqueia de gato
(TERAMOTO; NAKASHIMA; ITO, 2000) e Gtero de rata (SILVA, 2015).

Tendo em vista a importancia dos canais de K* na musculatura do miométrio
e de sua capacidade de modular os Cay ha resposta contratil, e para comprovar se o0
MS-OE estaria ativando ou modulando positivamente os canais de K* para exercer
seu efeito tocolitico em rata, utilizou-se o CsCl, um bloqueador ndo seletivo desses
canais (CECHI et al., 1987; LATORRE et al., 1989). Observou-se que a curva de
relaxamento do MS-OE foi deslocada para direita na presenca de 5 mM de CsCl
com reducdo da poténcia relaxante (Grafico 5), sugerindo assim a participacao
desses canais na atividade espasmolitica do MS-OE em utero de rata. No entanto,
Sa0 necessarios outros estudos para esclarecer como esse 0leo essencial modula
esses canais e quais os subtipos de canais de K* estdo envolvidos nesse efeito.

Com base nesses resultados demonstrou-se que 0 mecanismo de acao
tocolitica do MS-OE, em ratas virgens, envolve o antagonismo de receptores
muscarinicos do tipo ndo competitivo pseudoirreversivel além de envolver o bloqueio
do influxo de Ca®" via Cayl e ativacdo/modulacéo positiva dos canais de K*, o que
ocasionaria uma reducdo na [Ca®']. e por conseguinte relaxamento desse 6rgéo.
Espera-se que esses resultados contribuam para o estudo de espécies da familia
Lamiaceae, como possiveis ferramentas farmacoldgicas para tratar os distarbios
uterinos mencionados além de respaldar, pelo menos em parte, o uso popular dessa

espécie para disturbios de dismenorreia.
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Na investigacdo do efeito tocolitico in vitro do 6leo essencial das folhas de
Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze (MS-OE) em rata pode-se concluir que:

v O O6leo essenciail apresentou efeito tocolitico em rata, sendo mais
potente frente ao carbacol;

v O tipo de antagonismo exercido nos receptores muscarinicos pelo
MS-OE é do tipo ndo competitivo pseudoirreversivel;

v O MS-OE bloqueia o influxo de Ca** provavelmente através dos Cay1;

v' O efeito tocolitico do MS-OE envolve a modulacéo positiva dos canais
de K.
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Anexo 1 — Cromatograma de CG-EM do 6leo essencial de Mesosphaerum suaveolens (L.)
Kuntze (Lamiaceae).
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Fonte: PEREIRA, 2014.
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Anexo 2 — Tabela dos constituintes quimicos presentes no 6leo essencial das folhas de
Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze (Lamiaceae).

Composto Area (%) IR (min)
a-pineno 1,86 934
Sabineno 0,71 974
B-pineno 4,98 978
[B-mirceno 0,39 991
3-careno 5,94 1012
0-cimeno 0,42 1025
Limoneno 3,23 1029
Eucaliptol 35,86 1032
Fenchona 3,21 1090

Exo-fenchol 6,42 1115

4-terpineol 0,46 1178

a-terpineol 0,86 1192

a-cubebeno 0,24 1351
Copaeno 1,66 1378

B-bourboneno 1,47 1387

B-elemeno 1,44 1394

Cariofileno 4,23 1422

a-cariofileno 1,3 1457

y-cadineno 6,35 1484

Biciclogermacreno 5,54 1500

0-cadineno 1 1526

a-bisaboleno 0,37 1545

Espatulenol 4,51 1581
Viridiflorol 1,26 1587
Hedicariol 0,6 1642

Total 94,31

IR = indice de retencao/indice de Kovats; componentes identificados baseados no IR e na
CG-EM, e listados de acordo com a ordem de elui¢cdo na coluna DB-5 (30 m).

Fonte: PEREIRA, 2014.
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Anexo 3 — Certid4o de aprovacdo do projeto na Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFPB).

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA ﬁ
 COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS [CEUA)

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Investigagio do efeito tocolitico do oleo essencial de
tres espedes do genero Hyptis [Lamiscese] em rote”, protocolo n® 0882016 =ob =
responsabilidade da pesquisadora Dra. Bagnolia Armijo da Sikva — gue envolve 2 produgSo,
manutencao efou & utifizacio de animais pertencentes ao file Chordata, subfilo Vertebrata
[exceto o homem), para fins de pesgquisa dentifica [ou ensing) — encontra-se de scondo com
os preceitos da Lei n? 11.794, de 08 de outubro de 200E, do Decreto n? 6.800, de 15 de
julho de 2009, & com as normas editzdzs pele Conselho Macional de controle da
Experimentz3o Animal (OONCEA), = foi aprovado pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal da Paraiba (CEUA-UFPB).

Vigncia do Projeto 2016 - 2017
Ezpécie/linhagem Rattus novergicus
Hurmero de animais 60
Idade/Peso 150
Seun Femeas
Origem Bioterio Prof. Thomas George
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Frof. Dr. Ricardo Romao Guerra
CEUA-UFPE
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