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RESUMO

Muitas espécies de Annonaceae sdo odoriferas, devido a presenca de O6leos
essenciais e estes tém despertado um grande interesse farmacolégico por
apresentarem atividade sobre a musculatura lisa. Assim, decidiu-se investigar a
possivel atividade espasmolitica dos Oleos essenciais das folhas das espécies
Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. & Tul. (XL-OE), Xylopia frutescens Aubl. (XF-OE) e
Rollinia leptopetala R. E. Fries (RL-OE) em aorta de rato, Gtero rata, traqueia e ileo
de cobaia, além de elucidar o mecanismo de acdo do Oleo essencial que
apresentasse uma melhor atividade espasmolitica em um dos oOrgaos testados.
Foram realizadas medidas de contragBes isotbnicas e isomeétricas e do calcio
citosdlico. Na triagem farmacoldgica preliminar todos os Oleos essenciais
apresentam maior eficdcia e poténcia espasmolitica em ileo de cobaia, quando
comparados aos outros orgaos, sendo o RL-OE o produto natural mais promissor.
Assim, passou-se a caracterizar o0 mecanismo de acado do RL-OE nesse 6rgédo. O
RL-OE inibiu as curvas cumulativas a histamina, desviando-as para direita, de
maneira ndo paralela e com reducdo do E;ax, descartando um antagonismo do tipo
competitivo, além de relaxar o ileo pré-contraido por KCI (40 mM), carbacol (10 M)
ou histamina (10 M). Como o passo comum na via de sinalizacdo destes agentes
contrateis sdo os canais de Ca®* dependentes de voltagem (Cay), hipotetizou-se que
0 RL-OE estaria impedindo o influxo de Ca®" através destes canais. Foi observado
gque o RL-OE antagonizou as contracdes induzidas por CaCl, em meio
despolarizante nominalmente sem Ca®", além de relaxar o ileo pré-contraido por
S-(-)-Bay K 8644, um agonista dos Cay-L, demonstrando que o subtipo de Cay
envolvido é o Cay-L. Como a poténcia relaxante do RL-OE foi maior quando o érgéo
foi pré-contraido com KCI do que pelo S-(-)-Bay K8644 é sugestivo de que outros
mecanismos estdo envolvidos no efeito espasmolitico do RL-OE. Sabendo que os
Cay podem ser modulados pelos canais de K*, decidiu-se investigar a participacéo
desses canais. A acdo espasmolitica do RL-OE parece envolver ativagcdo/modulacao
positiva dos canais de K* dependentes de voltagem (Ky) e dos ativados por Ca** de
grande condutancia (BKc,), uma vez que houve desvio da curva de relaxamento do
RL-OE para direita na presenca dos bloqueadores: 4-aminopiridina (4-AP), seletivo
para os Ky; tetraetilamonio (TEA") 1 mM e iberiotoxina, seletivos para 0s BKca. A
confirmacédo da participacdo dos Ky e BKc, foi feita através do bloqueio simultaneo
(TEA" e 4-AP) e constatada, uma vez que, a poténcia relaxante foi similiar quando o
bloqueio era realizado por um bloqueador n&o seletivo dos canais de K* (CsCl). Nos
experimentos celulares, a viabilidade dos midcitos da camada longitudinal do ileo de
cobaia ndo foi alterada na presenca do RL-OE (81 pg/mL) e a intensidade de
fluorescéncia nos midcitos intestinais estimulados por histamina foi reduzida em
consequéncia da redugdo da concentracdo citosolica de Ca®* ([Ca®'].). Assim, o
mecanismo de acao espasmolitico do RL-OE em ileo de cobaia envolve bloqueio do
influxo de Ca?*, via Cay, além da ativacdo/modulacao positiva dos Ky e BKc,, 0 que
levaria a reducdo da [Ca®']. e, consequente, relaxamento desse 6rgéo.
Palavras-chave: Rollinia leptopetala, Xylopia, produtos naturais, musculo liso,
calcio.
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Comparative Study of spasmolytic activity of essential oils of Annonaceae species: Rollinia leptopetala R. E. Fries, Xylopia
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ABSTRACT

Many Annonaceae species are odoriferous due to the presence of essential oils and
these have attracted great pharmacological interest because they have action on
smooth muscle. Thus, we aimed to investigate a possible spasmolytic activity of
essential oils of leaves from Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. & Tul. (XL-OE), Xylopia
frutescens Aubl. (XF-OE) e Rollinia leptopetala R. E. Fries (RL-OE) species on rat
aorta, rat uterus and guinea pig trachea and ileum, and so elucidate the action
mechanism of the essential oil that to present the better spasmolytic effect in one of
the tested organs. Isometric and isotonic contractions and cytosolic Ca** were
measured. In preliminary pharmacological screening all essential oils presented a
higher spasmolytic potency and efficacy on guinea pig ileum, when compared with
the other organs, being RL-OE the most promising natural product. So we decided to
characterize the action mechanism of RL-OE on this organ. RL-OE inhibited
cumulative concentration-response curves to histamine, and these were shifted to
the right, in a non-parallel manner, with Ena« reduction, discarding thus a competitive
type antagonism and relaxed the guinea pig ileum contracted by KCI (40 mM), CCh
(10° M) or histamine (10° M). How the common pathway of signaling of these
contractile agents are the voltage-gated Ca** channels (Cay), we hypothesized that
RL-OE would be preventing the Ca®" influx through Cay. it was observed that RL-OE
antagonized the CaCl,- induced contractions in a depolarizing medium namely
without Ca?*, in addition to relax guinea pig ileum pre-contracted by S-(-)-
Bay K 8644, a Cay-L selective agonist, demonstrating that the Cay subtype involved
is Cay-L. How the relaxant potency of RL-OE was higher when the organ was pre-
contracted by KCI this is suggestive that other mechanism would be involved on RL-
OE spasmolytic effect. Since the Cay can be modulated by K* channels, we decided
to investigate these channels. The RL-OE spasmolytic action seems to involve the
positive activation/modulation of valtege-gated (Ky) and large conductance calcium-
activated (BKca) K channels, since there was a right-shift of RL-OE relaxation curve
in the presence of the following blockers: 4-aminopyridine (4-AP), selective to Ky;
tetraethylammonium (TEA®) 1 mM and IbTX, selectives to BKc,. The confirmation of
Ky and BKc, participation was carried out by a simultaneous blockade (TEA" and 4-
AP) and verified since the relaxant potency was similar when in the presence of non-
selective blocker (CsCl). In cellular experiments, the viability of longitudinal layer
myocytes from guinea pig ileum was not altered in RL-OE (81 pg/mL) presence and
the fluorescence intensity in these intestinal myocytes stimulated by histamine was
reduced due to cytosolic Ca®* concentration ([Ca®*]¢). Thus the mechanism of action
spasmolytic of RL-OE on guinea pig ileum involves blocking the Ca®" influx, by Cay,
in addition to positive activation/modulation of Ky and BKc,, that would lead to
reduced of [Ca®*]. and consequent relaxation of this organ.

Keywords: Rollinia leptopetala, Xylopia, natural products, smooth muscle, calcium.
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A natureza sempre despertou no homem um fascinio encantador, ndo sé
pelos recursos oferecidos para a alimentacdo e a manutencdo, mas por ser a
principal fonte de inspiracdo e aprendizado. A busca incessante pela compreensao
das leis naturais e o desafio de transpor barreiras a sobrevivéncia, como o clima e
as doencas, levaram o homem ao atual estagio de desenvolvimento cientifico
(VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Os produtos naturais, especialmente os de origem vegetal, continuam sendo
fontes de substancias potencialmente aplicaveis com propriedades biol6gicas,
farmacoldgicas ou terapéuticas (CALIXTO, 2005). Estima-se que das 300 mil
espécies de plantas no mundo, apenas 15% delas tenham sido submetidas a algum
estudo cientifico para avaliar suas potencialidades na preparacdo de novos produtos
farmacéuticos (BRANDAO et al., 2010).

Apesar dos obstaculos presentes no desenvolvimento de farmacos
baseados em derivados de plantas, o interesse da industria farmacéutica pela
procura de substancias vegetais biologicamente ativas foi reativado na década de
90. Embora avancos tecnolégicos importantes tenham sido conquistados pela
guimica sintética, muitos compostos bioativos isolados de plantas sdo formados por
misturas de moléculas complexas, tornando sua obtencdo no laboratério um
processo por vezes inviavel (WALSH; FISCHBACH, 2010).

Dentre os varios produtos naturais obtidos de plantas, destacam-se os 6leos
essenciais. Estas substancias sdo constituidas, na maioria das vezes, por misturas

complexas que podem ser originadas, pela biossintese, a partir do acido mevalénico
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por duas vias biossintéticas distintas: a série terpénica e, menos frequentemente, a
dos fenilpropanoides (SAAD et al., 2009).

Os oleos essenciais sdo amplamente utilizados nas industrias farmacéutica,
sanitaria e agronémica devido as suas propriedades ja observadas na natureza,
como por exemplo, bactericida, fungicida e inseticida (BAKKALI et al., 2008). Em
funcdo da grande diversidade quimica de seus componentes, outras importantes
funcdes bioldgicas e fisioldgicas sdo atribuidas a estas substancias, sendo também
muito pronunciadas as ac¢des anti-inflamatoria e antiespasmodica (MAGALHAES et
al. 2004, MADEIRA et al., 2005, ASEKUN et al., 2007, DU et al., 2007).

Muitas espécies pertencentes a familia Annonaceae sao odoriferas, devido a
presenca de 6leos essenciais que sdo constituidos principalmente por compostos
mono- e sesquiterpénicos (FOURNIER; LEBOEUF; CAVE, 1999). Além disso, varias
espécies dessa familia sao utilizadas popularmente para Vvarios propositos
(LEBOEUF et al., 1982a), dentre eles como tbnico pds-parto, para problemas
estomacais, no tratamento de bronquite, em problemas biliares e disenteria (IWU,
1993).

Dentre os varios géneros presentes na familia Annonaceae merece
destaque os géneros Xylopia e Rollinia, uma vez que ha relatos de utilizacbes
populares (AGRA et al., 2007, ASFAW; DEMISSEW, 1994, DUKE; VASQUEZ, 1994,
TAKAHASHI et al, 1995, TAKAHASHI et al, 2006), bem como comprovacfes de
atividades farmacologicas relacionadas a musculatura lisa, como por exemplo:
atividade espasmolitica em Uutero de rata, nos leitos vasculares aorticos e
mesentéricos de rato, em traqueia e ileo de cobaia (MACEDO, 2008, MARTINS et
al., 2013, MONTEIRO et al., 2008, NACIMENTO et al., 2006, OLIVEIRA et al., 2006,
RIBEIRO, 2003 e 2007, RIBEIRO et al, 2007, SANTOS et al., 2012a,b,
TRAVASSOS, 2010).

Nesse sentido, o0 interesse em investigar os Oleos essenciais com atividade
sobre a musculatura lisa reside no fato de que substancias espasmoliticas tém uma
vasta aplicacdo em varios processos fisiopatoldgicos, tais como: asma, hipertensao,
arritmias cardiacas, angina do peito, disfuncédo erétil, diarreias, espasmos tanto
renais como intestinais e uterinos. Além disso, como 0s mecanismos de contragcéo e
de relaxamento muscular envolvem mobilizaces de fons Ca®* e este fon medeia

grande parte das ac¢bes das drogas no nosso organismo, o musculo liso se
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apresenta como modelo para se investigar mecanismos de acao de substancias que
envolvem a sinalizacéo do Ca?* (WEBB, 2003).

Diante do exposto, investigou-se a possivel atividade espasmolitica dos
Oleos essenciais obtidos das folhas de Xylopia langsdorfiana, Xylopia frutescens e
Rollinia leptopetala em varias preparacdes de musculo liso (vascular, respiratério,
uterino e intestinal). Além de avaliar de qual maneira o Oleo essencial de R.
leptopetala estaria atuando sobre as vias que regulam o processo de contracdo e
relaxamento do mauasculo liso intestinal para, assim, desencadear seu efeito
espasmolitico nesse musculo, utilizando para tanto técnicas e ferramentas

farmacoldgicas em nivel funcional e celular.
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2.1 Produtos naturais e a fitoterapia no Brasil

As plantas medicinais sdo usadas em muitas culturas ha milhares de anos e
as informacdes sobre o uso dos recursos naturais desempenham um papel vital na
descoberta de novos produtos a partir de plantas como agentes terapéuticos (SILVA
et al., 2012). Dados da literatura indicam que cerca de 80% da populagdo mundial
ainda depende de plantas para cuidados primarios de saude e apesar dos
progressos na quimica sintética, aproximadamente 25% dos medicamentos
prescritos sédo ainda provenientes, direta ou indiretamente das plantas (FOWLER,
2006).

Apesar das plantas medicinais fazerem parte da cultura popular, nas ultimas
décadas o interesse pela fitoterapia teve um aumento consideravel entre usuarios,
pesquisadores e servigos de satude (ROSA; CAMARA; BERIA, 2011). Os produtos
naturais vém recuperando espa¢o e importancia na indastria farmacéutica, sendo
fonte e inspiracdo para uma grande fracdo da atual farmacopeia (KINGSTON, 2011).
E importante ressaltar que alguns estados e municipios brasileiros vém realizando
nas ultimas décadas a implantacdo de programas de fitoterapia na atencao primaria
a saude, com o intuito de suprir as caréncias medicamentosas de suas
comunidades. Atualmente, 12 medicamentos fitoterapicos estdo disponibilizados na
rede publica de saude para o tratamento da dor, de inflamacdes e de disfungdes,
além de outras doencas de baixa gravidade (BRASIL, 2013).

Os medicamentos fitoterapicos s&o definidos, segundo a resolugéo

RDC n° 14 de 31 de marco de 2010, como aqueles obtidos com emprego exclusivo
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de matérias-primas ativas vegetais, cuja eficacia e seguranca sdo validadas por
meio de levantamentos etnofarmacolégicos, de sua utilizacdo, de documentacdes
tecnocientificas ou de evidéncias clinicas. Sdo caracterizados pelo conhecimento da
eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de
sua qualidade. Nao sendo considerado medicamento fitoterdpico aquele que inclui
na sua composicdo substancias ativas isoladas, sintéticas ou naturais, nem as
associacOes dessas com extratos vegetais. Esta resolugdo possui como objetivo,
estabelecer os requisitos minimos para o registro de medicamentos fitoterapicos e
revoga a RDC n° 48 de 16 de marcgo de 2004 (BRASIL, 2010).

Quanto a comercializagdo de medicamentos fitoterapicos, as principais
classes terapéuticas comercializadas no Brasil sdo indicadas como psicoléticos
(sedativos, ansioliticos e antidepressivos), antivaricosos, anti-hemorroidarios,
auxiliares digestivos e hepaticos, antiespasmddicos, tbnicos, laxantes,
descongestionantes, antigripais e para auxiliar na circulacdo cerebral (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-inflamatorio de uso tépico (HENRIQUE et al., 2009).

Nesse sentido, a biodiversidade brasileira revela uma grande oportunidade
para a pesquisa e o desenvolvimento de novos produtos fitoterapicos. Embora
apenas uma pequena parte de seus componentes tenha sido adequadamente
estudada e seus beneficios futuros ainda ndo sejam totalmente conhecidos
(FERRO; BONACELLI; ASSAD, 2006). Visando contribuir com a pesquisa
envolvendo plantas medicinais da flora brasileira, foram escolhidas trés espécies
pertencentes a familia Annonaceae, uma vez que esta familia possui muitas plantas

medicinais com conhecidas importancias quimica, econdmica e farmacoldgica.
2.2 A Familia Annonaceae
A familia Annonaceae foi descrita em 1789, por Jussieu (HUTCHINSON,

1973), apresenta uma distribuicdo pantropical com cerca de 120 géneros e

aproximadamente 2.300 espécies (MASS et al., 2001), constituida por plantas
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arboreas ou arbustivas, sendo as trepadeiras também muito frequentes
(HEGNAUER, 1964).

No Brasil essa familia apresenta 26 géneros e 260 espécies (MASS et al.,
2001) distribuidas nas florestas atlantica e amazoénica, sendo que todos 0s géneros
tém ocorréncia registrada na Amazénia (BARROSO, 1978). No estado da Paraiba,
segundo levantamento realizado no Herbario JPB sobre as Annonaceae,
registraram-se sete géneros e 12 espécies (PONTES; BARBOSA; MASS, 2004).

A familia Annonaceae € conhecida principalmente por seus frutos
comestiveis, tais como a pinha ou fruta-do-conde (Annona squamosa L.) e a graviola
(Annona muricata L.) (LEBOEUF et al., 1982a). Os frutos das espécies Xylopia
aethiopica A. Rich. e Xylopia aromatica (Lam.) Mart., sédo utilizados como
condimento (EKUNDAYO, 1989; SILVA; ROCHA, 1981). Muitas espécies desta
familia sdo empregadas na producao de éalcool, na perfumaria e no tratamento de
varias enfermidades (LEBOEUF et al., 1982a).

Essa familia é muito rica na diversidade de substancias quimicas, sendo
caracterizada pela presenca de terpenoides (especialmente diterpenos), alcaloides
(um grande numero sao derivados isoquinolinicos), além de Oleos essenciais cuja
composicdo € predominantemente de monoterpenos e sesquiterpenos (LEBOEUF et
al., 1982a; SILVA et al., 2009).

Dentre os varios géneros presentes nesta familia selecionamos os géneros
Xylopia e Rollinia para investigar se estes apresentam alguma propriedade

farmacoldgica em modelos de musculatura lisa.

2.3 O género Xylopia e as espécies X. langsdorfiana A. St.-Hil. & Tul. e X.

frutescens Aubl.

O género Xylopia possui aproximadamente 160 espécies (MAAS et al.,
2001). Algumas espécies desse género sao utilizadas popularmente, como por
exemplo, os frutos de X. aethiopica (Dunal) A. Rich que sdo usados como
carminativo, tonico pos-parto, para distarbios estomacais, no tratamento de
bronquite, em distarbios biliares e disenteria (ASFAW; DEMISSEW, 1994). X.
brasiliensis Spreng. é usada como analgésico e sedativo (MOREIRA et al., 2003) e
X. aromatica é utilizada para tratamento de doencas de pele e como diurético
(TAKAHASHI et al., 2006).
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Além das varias utilizacdes populares, algumas espécies desse género
foram submetidas a testes farmacol6gicos e apresentaram varias atividades como:
antioxidante e antifungica observada por alguns alcaloides isolados de X. championii
Hook.f. & Thoms. (PUVANENDRAN et al., 2008), leishmanicida e tripanossomicida
induzida pelo varios extratos obtido de X. aromatica (Lam.) Mart. (OSORIO et al.,
2007), hipotensora induzida pelo extrato hidroalcodlico do caule de X. cayennensis
(NASCIMENTO et al., 2006). Efeito cardiovascular e diurético evidenciado pelos
diterpenos isolados de X. aethiopica (SOMOVA et al., 2001).

Nesse contexto, selecionou-se a espécie Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. &
Tul. (Figura 1) que é uma arvore medindo de 5 a 7 metros de altura (MAAS et al.,
2001), sendo popularmente conhecida como “pimenteira-da-terra” no Nordeste do
Brasil (CORREA, 1984).

Figura 1 — Foto de Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. & Tul. (A); detalhes de suas folhas (B).

Fonte: Fernando A. C. Viana, 2007.

Dessa espécie ja foram isolados e identificados uma variedade de classes
de metabdlitos secundarios, como: alcaloides (TAVARES et al., 2004), terpenoides
TAVARES et al., 2006; TAVARES et al., 2007a, SILVA et al., 2009; DUARTE, 2009),
feoforbideo e flavonoide glicosilado (SILVA et al, 2009). Além disso, o 6leo essencial
obtido das folhas j& foi estudado quanto a sua composi¢cdo quimica, onde 0s
constituintes majoritarios sao germacreno D (22,9%), trans-B-guaieno (22,6%),
B-cariofileno (15,7%) e a-pineno (7,3%) (TAVARES et al., 2007hb).
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Apesar de ndo haver relatos da utilizacdo popular dessa espécie (CORREA,
1984), alguns estudos farmacologicos foram realizados, utilizando os critérios
guimiotaxondmicos, e observou-se que o extrato etandlico bruto (EEtOH) das partes
aéreas de X. langsdorfiana apresentou atividade antidiarreica em camundongos
(SILVA, 2010) e que o EEtOH e a fase hexanica (FaHex) das partes aéreas de X.
langsdorfiana mostraram atividade gastroprotetora em ratos (MONTENEGRO et al.,
2011).

Além disso, varias evidéncias de atividades farmacoldgicas apresentadas
por essa espécie foram atribuidas a substéncias da classe dos terpenoides
(diterpenos). O acido 8(17),12E,14-labdatrieno-18-oico (labdano-302) mostrou efeito
espasmolitico em utero isolado de rata e ileo isolado de cobaia, bem como efeito
relaxante em traqueia isolada de cobaia e aorta isolada de rato (RIBEIRO, 2003).
Em aorta de rato, esse efeito relaxante envolve a ativacdo dos canais de potassio
sensiveis a voltagem e retificadores de entrada (Ky e Kj, respectivamente), além da
ativacdo da via de sinalizacdo AMPc-PKA e bloqueio dos canais de calcio
dependentes de voltagem do tipo L (Cay-L) (RIBEIRO, 2007). Em traqueia de
cobaia, esse efeito relaxante envolve a ativacéo dos canais de K* ativados pelo Ca**
de grande condutancia (BKc,) e da proteina cinase dependente de monofosfato
ciclico de adenosina (AMPc), a PKA (RIBEIRO et al., 2007). Em ileo de cobaia,
envolve a modulacdo positiva dos canais de K*, o que indiretamente bloqueia o
influxo de Ca®" através dos canais de Ca?* dependentes de voltagem (Cay)
(MACEDO, 2008). Em utero isolado de rata, esse efeito tocolitico envolve a
modulacdo positiva dos canais de K" ativados pelo Ca?* de pequena condutancia
(SKca), além da participacéo de fosfodiesterases (PDEs) (TRAVASSOS, 2010). Além
disso, possui atividade hipotensora e taquicardica reflexa em ratos normotensos néo
anestesiados e efeito vasorrelaxante em artéria mesentérica superior de ratos
(OLIVEIRA et al., 2006).

Também foi isolado dessa espécie o acido ent-7a-acetoxitraquiloban-18-oico
(traquilobano-360), um diterpeno do tipo traquilobano. Tendo relatos de seu efeito
antitumoral em células leucémicas (SILVA et al., 2005), atividade moluscicida frente
ao caramujo Biomphalaria glabrata (QUEIROGA et al., 2006), atividade
antinociceptiva no modelo de contor¢do abdominal em camundongos Swiss
(CUPERTINO-SILVA et al., 2006), bem como, atividade antitumoral em células de

sarcoma 180 (PITA et al., 2009). Além de apresentar efeito espasmolitico em ileo de
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cobaia (SANTOS et al.,, 2012a), sendo seu mecanismo de acdo a modulacao
positiva dos canais de K* e negativa dos Cay, eventos que culminam com a reducdo
da concentracdo de célcio citosélica ([Ca*']) e consequente relaxamento deste
musculo liso (SANTOS et al., 2012b).

Outro diterpeno da classe dos traquilobanos isolado dessa espécie foi o
acido ent-7a-hidroxitraquiloban-18-oico (traquilobano-318). Sendo relatada a
atividade antitumoral em células de sarcoma 180 (PITA et al., 2009). Assim como 0
efeito espasmolitico em ileo de cobaia (SANTOS et al.,, 2012a), sendo seu
mecanismo de acao semelhante ao observado para o traquilobano-360 (SANTOS et
al.,, 2012b) e em traqueia de cobaia, o traquilobano-318 relaxou os anéis traqueais
de maneira independente de epitélio funcional (SANTOS etal., 2012a) e 0 seu
mecanismo envolve a modulacéo positiva dos canais de K (MARTINS et al., 2013).

A outra espécie desse género selecionada para estudo foi a espécie Xylopia
frutescens Aubl. (Figura 2) que é uma arvore medindo de 8 a 10 metros de altura,

” o«

conhecida popularmente por “embira”, “semente-de-embira” e “embira-vermelha”. Ha
relatos da utilizacdo popular dessa espécie como estimulante da bexiga, agente
antimicrobiano, contra reumatismo (TAKAHASHI et al, 1995), anti-inflamatoria
(BRAGA et al., 2000) e como antidiarreica (DUKE; VASQUEZ, 1994). Além disso,
seus frutos sao utilizados popularmente como condimento substitutivo da
pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002), por possuir a
mesma composicdo de monoterpenos da P. nigrum, a espécie X. frutescens pode
ser usada como sucedaneo desta (ROCHA et al., 1980). P. nigrum é amplamente
utilizada pela populacéo para vérias indicacGes dentre elas para diarreia, rouquidéo,
indigestédo, problemas de figado e doenca pulmonar (RAO et al., 2011).

Ha relatos na literatura de alguns estudos fitoquimicos para essa espécie,
onde foram isolados das cascas da raiz véarios alcaloides (LEBOEUF et al., 1982b),
seis diterpenos do tipo caureno foram isolados dos frutos verdes, das cascas da raiz
e das folhas (TAKAHASHI et al., 1995) e foi identificado a composi¢do quimica dos
Oleos essenciais das folhas, sendo o0s constituintes majoritarios o cariofileno
(23,91%), y-cadineno (12,48%), B-ocimeno (8,19%), cadin-4-en-10-ol (5,78%),
viridiflorol (4,83%) e y-elemeno (4,55%) (LUNGUINHO, 2012).
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Figura 2 — Foto de Xylopia frutescens Aubl. (A); detalhes de suas folhas (B).

R
(A S = H:

Fonte: Alex Popovkin, 2008. http://www.flickr.com/photos/plants _of russian_in_brazil/
(acessado em: 29 de julho de 2012)

O extrato hexanico das sementes de X. frutescens apresentou atividade
inibitéria da 5-lipoxigenase, além disso, o acido caurenoico, um diterpeno do tipo
caureno, abundante nas sementes dessa espécie apresentou atividade
anti-inflamatoéria, justificando seu uso popular para processos inflamatorios (BRAGA
et al., 2000; JENNET-SIEMS et al., 1999). O &cido caurenoico também apresentou
atividade parcial in vitro contra o protozoario Trypanasoma cruzi, que causa a
doenca de Chagas e também contra cepas de Plasmodium falciparum, que causam
a maléria, resistentes a cloroquina (MELO et al., 2001). O extrato das cascas dessa
espécie apresentou moderada atividade antiviral, inibindo a protease do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV-PR) (MATSUSE et al., 1999). O 6leo essencial das
folhas apresentou atividade antitumoral frente as células da linhagem sarcoma 180 e
toxicidade aguda moderada, porém as alteracdes sdo reversiveis, que né&o
representa um fator limitante para sua possivel aplicabilidade terapéutica
(LUNGUINHO, 2012).

2.4 O género Rollinia e a espécie R. leptopetala R. E. Fries

O género Rollinia € constituido por 65 espécies, que ocorrem,
principalmente, na América do Sul e com poucas espécies no México, Caribe e
Ameérica Central (LEBOEUF et al., 1982a). Varias atividades farmacologicas foram

evidenciadas para espécies desse género como: antitumoral e citotoxica observada
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pelo extrato etandlico obtido das raizes de R. papilionella Diels (DABRAH; SNEDEN,
1983), inibidora da proteina cinase C (PKC) evidenciada pelo extrato etandlico
obtido das cascas das raizes de R. sericea R. E. Fries (BARNES; SCHANEBERG;
SNEDEN, 1995), inibidora da interleucina Il e da proteina fosfatase observada por
trés alcaloides obtidos das espécies R. ulei Diels (MISKI et al., 1995), antiplasmodial
contra cepas de Plasmodium falciparum, sensiveis e resistentes a cloroquina
(OSORIO et al., 2006), antimicrobiana e antifungica observada pelo extrato etandlico
obtido das cascas de R. mucosa Baill. (CAETANO; DADOUN, 1987) e os alcaloides
obtidos dessa mesma espécie demonstraram atividade antiagregante plaquetaria
(KUO et al., 2001). Além disso, o extrato metanodlico obtidos das folhas R. exsuca
apresentou atividade espasmolitica em ileo isolado de cobaia (MONTEIRO et al.,
2008).

Desse género selecionou-se a espécie Rollinia leptopetala R. E. Fries
(Figura 3) que é uma éarvore ou arbusto, endémica do Brasil com nome popular de
“pinha-brava”’, “bananinha” e “pereiro” (MAAS; VESTRA, 1992). E usada

popularmente, na regidao do cariri Paraibano, como digestiva (AGRA et al., 2007).

Figura 3 — Foto de Rollinia leptopetala R.E. Fries (A); detalhes de suas folhas (B).

Fonte: Josean Fechine Tavares, 2007.

Na literatura ha alguns relatos de estudos fitoquimicos para essa espécie,
onde foram isolados os alcaloides tetrahidroprotoberberinico (SETTE et al.,
2000a,b), (-)-3-hidroxinornuciferina e (+)-norisocoridina; o derivado cafeico, cafeato

de a-terpineol; 0s sesquiterpenos espatulenol, B-cariofileno e
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43,10a-aromadendrano-diol (COSTA et al., 2012) e identificada a composi¢cao
quimica do 6leo essencial obtido das folhas, possuindo 22 componentes, sendo 0s
constituintes majoritarios o biciclogermacreno (22,47%), cis-4-tujanol (17,37%),
a-terpineol (8,42%), germacreno D (7,72%), trans-cariofileno (6,63%) e guaiol
(4,61%) (COSTA et al., 2008).

Quanto aos estudos com atividades farmacoldgicas para essa espécie, ha
evidéncias de atividade toxica do extrato metandlico contra o microcrustaceo
Artemia salina (DAVID et al., 2007), de atividade larvicida dos Oleos essenciais
obtidos das folhas e do caule, do extrato metandlico das raizes e do alcaloide
oxoaporfinico, liriodenina, frente as larvas do mosquito Aedes aegypti (FEITOSA et
al., 2009), de atividade espamolitica do extrato metandlico obtido das folhas, em ileo
isolado de cobaia (MONTEIRO et al., 2008). O extrato etandlico bruto das folhas de
R. leptopetala apresentou baixa citotoxicidade em células sarcoma 180 (COSTA et
al., 2012) e o Oleo essencial obtido das folhas também apresentou atividade
moduladora da ac¢do do antibidtico norfloxacino contra cepas de Staphylococcus
aureus resistentes a este antimicrobiano (COSTA et al.,, 2008). Além disso,
apresentou baixa toxicidade e efeito antitumoral em células leucémicas (MOREIRA,
CASTELO-BRANCO, 2011).

2.5 Oleos essenciais

Os 06leos essenciais sao compostos complexos, naturais e volateis, limpidos,
raramente coloridos, caracterizados por um forte odor e sdo produzidos por plantas
aromaticas como metabdlitos secundarios. Eles podem ser sintetizados por todos os
orgaos da planta, ou seja, broto, flor, folha, caule, ramo, semente, fruto, raiz e casca,
sendo armazenados em células secretoras, canais, células da epiderme ou tricomas
glandulares (BAKKALI et al., 2008).

Eles séo soluveis em lipidios e em solventes organicos, com uma densidade
geralmente menor do que a da agua. Sao extraidos de diversas plantas aromaticas,
geralmente localizadas em paises de clima temperado a quente como do
Mediterraneo e dos paises tropicais, onde eles representam uma parte importante
da farmacopeia tradicional (BAKKALI et al., 2008).

E importante salientar que ha variagbes na composicdo quanti e qualitativa

destes produtos naturais a depender da composi¢cdo quimica do solo (SANTOS et
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al., 2012c); fase de crescimento e maturagdo da planta (TAVARES et al., 2005);
sazonalidade da coleta (CERQUEIRA et al., 2009); temperatura do ar de secagem
do material vegetal (RADUNZ et al., 2002), dentre outras variaveis.

Os 6leos essenciais sdo compostos basicamente por dois grupos de origem
biossintética distintas: o principal grupo é constituido por terpenos e o outro é
constituido por componentes alifaticos e aromaticos. Ambos o0s grupos sao
caracterizados por moléculas com baixo peso molecular. Geralmente, 0 componente
majoritario € o responsavel pela atividade biolégica apresentada pelo 6leo essencial,
porém o complexo ndo pode ser desprezado, uma vez que pode haver sinergismo
entre as substancias constituintes do 6leo (BAKKALI et al., 2008).

Estima-se que cerca de 3000 6leos essenciais sdo conhecidos, dos quais 300
sdo comercialmente importantes, especialmente para as industrias farmacéutica,
alimentar, agrondmica, sanitaria, cosmética e de perfumes. Os 6leos essenciais ou
algum de seus componentes sdo muito usados em perfumarias, produtos sanitarios,
produtos ortodénticos, agronémicos e industria alimenticia (HENRIQUE et al., 2009).
Ademais, 0s Oleos essenciais parecem apresentar propriedades medicinais para
curar uma ou outra disfuncdo organica ou doenca sistémica (SILVA et al., 2003;
HAJHASHEMI et al., 2003; PERRY et al., 2003).

Diante desse contexto, o Brasil tem lugar de destaque na producao de Gleo
essencial, ao lado da india, China e Indonésia, que sdo considerados os quatro
grandes produtores mundiais (BIZZO et al., 2009) e parece ser evidente o potencial
que o0s Oleos essenciais vém adquirindo no desenvolvimento de produtos
farmacéuticos (HENRIQUE et al., 2009).

Nessa crescente busca por produtos com atividades biologicas os 6leos
essenciais merecem destaque, onde varias acdes ja foram relatadas como:
antileishmania e imunomoduladora do 6leo essencial de Xylopia discreta (LOPEZ;
CUCA; DELGADO, 2009), antioxidante na eliminacao do radical anion superéxido do
Oleo essencial de Xylopia aethiopica (Dun) A. Rich. (KARIOTI et al., 2004), atividade
moduladora da resisténcia bacteriana do Staphylococcus aureus ao antibiotico
norfloxacino do 6leo essencial de Rollinia leptopetala R. E. Fries (COSTA et al.,
2008) e atividade hipotensora do metileugenol, constituinte comum em plantas
produtoras de 6leos essenciais (LAHLOU et al. 2004).

Além dessas atividades, muitos 6leos essenciais também apresentaram

atividade espasmolitica, como por exemplo os obtidos de Casimiroa pringlei em
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Gtero de rata (ZAVALA et al.,, 2008), Zingiber roseum e Satureja obovata em
duodeno de rato (PRAKASH et al., 2006, CRUZ et al., 1990), Ocimum gratissimum e
de espécies do género Pelargoniums (Geraniaceae) em ileo de cobaia (MADEIRA et
al., 2005; MAGALHAES; LAHLOU; LEAL-CARDOSO, 2004, LIS-BALCHIN; HART;
ROTH, 1997) e Pterodon polygalaeflorus em traqueia de rato (EVANGELISTA et al.,
2007).

Os produtos naturais do Brasil, especialmente os de 6leos essenciais, vém
sendo fontes de substancias potencialmente aplicaveis com propriedades bioldgicas,
farmacoldgicas ou terapéuticas e ja existem resultados promissores indicando 0 uso
de produtos a base de 6leos essenciais com indicacao terapéutica. Sdo exemplos de
produtos recentemente lancados no mercado, o Acheflan® produzido com 6éleo
essencial de Cordia verbenacea DC. (erva baleeira), contendo a-humuleno, com
indicacao anti-inflamatoéria de uso topico para o tratamento de tendinite cronica e
dores miofasciais e 0 Rowachol®, indicado para célculos biliares e como colerético e
colagogo, contém borneol, a-pineno, cafeno, 1,8-cineol, mentona e mentol
(HENRIQUE et al., 2009).

2.6 Regulacéo da contragéo e do relaxamento do musculo liso

O interesse em investigar os 6leos essenciais com atividade sobre a
musculatura lisa reside no fato de que substancias espasmoliticas tém uma vasta
aplicacdo em varios processos fisiopatoldgicos. Anormalidades no processo de
contratilidade do musculo liso acarretam em varias desordens e doencas como
hipertenséo, asma, dispepsia, diarreia, colicas intestinais e uterinas e disfuncéo erétil
(KIM et al., 2008). Dessa forma, os ensaios farmacoldgicos, utilizando como modelo
experimental a musculatura lisa, contribuem para o desenvolvimento de futuros
farmacos para serem utilizados no tratamento das diversas patologias que
acometem esse musculo.

O Ca®" é um segundo mensageiro importante que desempenha um papel
essencial em uma grande variedade de processos bioldgicos, incluindo a regulacéo
enzimatica, expressao génica, trafego de proteina, proliferacdo celular, apoptose e a
coordenacdo do acoplamento excitagdo-contracdo dos musculos esquelético,
cardiaco e liso (CARAFOLI; BRINI, 2007). Em geral, existem duas fontes deste ion

sinalizador na célula: uma extracelular que permite o influxo de Ca*' para o
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citoplasma, através dos canais na membrana plasmatica e outra intracelular
representada pelos estoques internos, principalmente o reticulo sarcoplasmatico
(RS) que liberam Ca®" para o citosol (MA; PAN, 2003).

O Ca®" é responsavel por muitos processos intracelulares ligando-se a sitios
especificos em proteinas de ligacdo ao Ca?*. A calmodulina (CaM) é a mais
conhecida destas proteinas, com alta afinidade pelo Ca®". As proteinas da familia
S100 (S100A1, S100A4, S100A6 e S100A10) que sdo pequenas proteinas acidas
com peso molecular de 11 kDa (HEIZMANN, 1991) também tem afinidade pelo Ca**
no musculo liso e estdo envolvidas na regulacdo de diferentes mecanismos de
sinalizacdo intracelular dependentes de Ca®* (DONATO, 1999 e 2001).

No musculo liso um aumento na [Ca®']. é a causa priméria para a producéo
da contracdo. Esta elevacéo no contetido citosélico de Ca®* também esta envolvido
na proliferac@o celular do masculo liso (HILL-EUBANKS et al., 2011) . A regulacdo
funcional da [Ca®*]., para dar inicio a uma resposta contratil no masculo liso depende
de dois estimulos que levam a dois tipos de acoplamentos: o acoplamento
eletromecanico, que esta envolvido com a mudanca do potencial de membrana (Vm)
e 0 acoplamento farmaco-mecéanico, que acontece quando a contracdo promovida
por um agonista € maior que a observada s6 com a mudanca do Vm (REMBOLD,
1992).

Os mecanismos que levam a uma resposta contratil a partir do acoplamento
eletromecanico sdo devido a uma despolarizacdo de membrana diretamente
associada ao aumento da concentracdo extracelular de potassio ([K']e) ou
indiretamente pela ligacdo dos agonistas aos seus receptores levando a abertura de
Cay,na membrana plasmatica, causando aumento de Ca®" no citosol e,
consequentemente, a contragdo (REMBOLD, 1996).

Os Cay (Figura 4) sao complexos proteicos formados por 5 subunidades
distintas: a subunidade a3, que é a maior delas e constitui o poro do canal, além de
possuir o sensor de voltagem que controla sua abertura; as subunidades a, e &
estdo ligadas por uma ponte de dissulfeto, formando um dimero, a subunidade 8 €
intracelular e a subunidade y é transmembranar. Essa familia de canais de Ca*'
possui 10 membros, classificados segundo sua sequéncia primaria de aminoacidos
e suas funcdes fisiologicas (CATTERALL, 2011).
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Figura 4 — Estrutrutura dos canais de Ca?* dependentes de voltagem (Cay) (A); detalhes de
suas subunidades (B).
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Fonte: adaptado de CATTERALL, 2011.

A nomenclatura dos Cay foi proposta por Ertel et al. (2000) e aprovada pelo
subcomité de nomeclatura e classificacdo de drogas e receptores da unido
internacional de farmacologia basica e clinica (NC-IUPHAR) (Figura 5) como: a
subfamilia dos Cay1 ou Cay-L (Cayl.1, Cayl.2, Cayl.3 e Cay1.4), onde o “L” vem do
inglés large, indicando que estes canais necessitam de uma grande variacdo no
potencial de membrana para serem ativados, sdo sensiveis a di-hidropiridina e sdo
os principais Cay envolvidos no acoplamento excitacdo-contracdo; a subfamilia dos
Cay2, os Cay-P/Q (Cay2.1); os Cay-N (Cay2.2); os Cay-R (Cay2.3), que também
necessitam de uma grande despolarizacdo para serem ativados, sdo insensiveis a
di-hidropiridinas e sensiveis a toxinas de aranha e caramujo marino (w-agatoxina,
w-conotoxin e SNX-482), eles sdo expressos, principalmente, em neurdnios e a
subfamilia dos Cay3 ou Cay-T (Cay3.1, Cay3.2 e Cay3.3), onde o “T” vem do inglés
transient, estes canais sédo ativados por uma fraca despolarizacéo e sao transitorios,
séo insensiveis a di-hidropiridinas e as toxinas de aranha e caramujo marinho, eles
Sa0 expressos numa vasta variedade de tipos de células, onde estdo envolvidos na

formacao do potencial de acdo com padrdes repetitivos (CATTERALL, 2011).
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Figura 5 — Cladograma das subfamilias dos canais de Ca®* dependentes de voltagem (Cay).
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Fonte: adaptado de CATTERALL et al., 2005.

Uma importante localizacdo da subfamilia dos Cayl, que sédo alvos de
bloqueadores de canais de Ca?* usados na terapéutica, sdo as células musculares
cardiacas e lisas (WATERMAN, 2000). Esses canais possuem como sitio de ligacdo
para seus bloqueadores a subunidade o;, embora nele existam quatro outras
unidades complexadas (2 o, 1 e 1 y) (KURIYAMA; KITAMURA; NABATA, 1995).

Os mecanismos farmaco-mecéanicos da contracdo (Figura 6) ocorrem
guando um agonista como carbacol, histamina entre outros, se ligam a seus
receptores acoplados a proteina G (GPCRs) e ativam a cascata do inositol, atravées
da proteina G4 ou Gi1, cujas suas subunidades o ativam a fosfolipase C 1 (PLCPB1)
e, consequentemente, promovem hidrélise de fosfolipidios presentes ha membrana
do tipo 4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol (PIP;), produzindo o 1,4,5-trisfosfato de
inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG) (BERRIDGE, 2008; BILLINGTON; PENN, 2003).
O RS representa a principal fonte de Ca** intracelular. O IP5 estimula a liberagéo de
Ca?* do RS por sua ligacdo aos receptores de IP; (IPsR), que sdo canais de Ca**
ativados pelo IP3;. Aléem disso, no RS ha os receptores de rianodina (RyR), que sao
canais de Ca®" ativados pelo préprio Ca** e sdo sensiveis & cafeina, eles sdo
ativados pelo Ca®" previamente liberado via IPsR num processo denominado de
liberagdo de Ca*' induzida pelo Ca®" (CICR). Ambos os receptores permitem a
liberagéo de Ca** do RS para o citosol aumentando a [Ca?']. (MCHALE et al., 2006;
DELLIS et al., 2006). A liberacdo de Ca®** do RS induz a translocacdo da proteina
cinase C (PKC) para a membrana plasmatica, onde é ativada quando entra em

contato com o DAG. Varias isoformas de PKC ja foram encontradas no musculo liso,
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onde a ativacdo dessa cinase leva a fosforilacdo de proteinas-alvo especificas,
como os Cay presentes na membrana plasmatica ativando-os, promovendo o influxo
de Ca** (BERRIDGE, 2009a).

Figura 6 — Esquema do mecanismo farmaco-mecéanico da contracdo no musculo liso pela
ativacéo da via Gg11-PLCB;.
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Fonte: Autor, 2013.

@O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmaética; @As
proteinas Gq11 troca GDP por GTP na sua subunidade a (ndo mostrado na figura), tornando-
se ativa; 3) A subunidade ag;;,-GTP ativa a enzima PLCR; @ A PLCB;, cliva o lipidio de
membrana PIP, em IP; e DAG; @ O IPs; migra pelo_citoplasma e ativa o IP3R presente na
membrana do RS, liberando o Ca2+ dos estoques; @O Ca?" liberado ativa o RyR, fazendo
com que mais Ca®" seja liberado para o citoplasma; @ O Ca* que foi liberado, juntamente
com o DAG ativam a PKC; A PKC ativada fosforila os Cay1 promovendo o influxo de Ca?*
através dos mesmos; @O aumento da [Ca®']. aumenta a afinidade pela CaM formando o
complexo 4Ca®" - CaM e ativando a MLCK; A MLCK ativada fosforila a MLC e esta se
torna ativa e interage com os filamentos de actina, desencadeando a contragdo do musculo
liso. As definicbes das abreviaturas estdo presentes na lista de abreviaturas e no texto.

N&o importando a fonte, 0 Ca®* quando em quantidades elevadas no meio
citoplasmatico liga-se a CaM formando um complexo [(Ca®"),-CaM] que ativa a
cinase da cadeia leve da miosina (MLCK). O complexo [(Ca®"),-CaM-MLCK] constitui
a forma ativa da MLCK, que tem como fungéo fosforilar a cadeia leve da miosina

(MLC) e esta fosforilacdo permite o desencadeamento do mecanismo de ciclizagao
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das pontes cruzadas entre os filamentos de actina e miosina favorecendo um
deslizamento entre estes filamentos, com o0 consequente desenvolvimento da
contracdo (SOMLYO; SOMLYO, 1994 e 2003).

A diminuic&o dos niveis de Ca?* citoplasmaticos para os niveis basais desativa
a MLCK. O relaxamento do musculo liso ocorre através da acdo da fosfatase da cadeia
leve da miosina (MLCP), que desfosforila a MLC. Esta reacéo é relativamente lenta,
por isso as contracdes do musculo liso sdo tipicamente mais sustentadas e se
dissipam mais lentamente que as do musculo estriado (GARRET; GRISHAM, 1995).

A diferenca fundamental entre a contragdo do mdusculo liso inicial e a
manutencdo dessa contracdo é o equilibrio entre MLCK e a atividade da MLCP,
esse balanco age como um mecanismo regulador reversivel de
fosforilacdo/desfosforilacdo que integra a contracdo no muasculo liso (WATTERSON;
RATZ; SPIEGEL, 2005). A MLCP consiste em 3 subunidades: uma catalitica, PP1c;
uma regulatoria, MYPT1 e outra de 20 kDa de funcdo ainda desconhecida
(SOMLYO; SOMLYO, 2003). A ROCK, uma cinase de serina/treonina, fosforila a
subunidade de ligacdo da miosina da MLCP, inibindo a sua atividade e, assim,
promovendo o estado fosforilado da MLC. Inibidores farmacolégicos da ROCK,
como o Y-27632, bloqueiam a sua atividade por competir com o sitio de ligacdo do
nucleotidio trifosfato de guanosina (GTP) na enzima (CHITALEY; WEBER; WEBB,
2001; UEHATA et al., 1997).

Os mecanismos gue levam a inibicdo da MLCP (Figura 7) séo iniciados pela
ativacdo da pequena proteina G ligante de GTP (RhoA), dependente das proteinas
G heterotriméricas Giz13 € Gga1, Via uma pequena proteina G associada a um fator
de troca de nucleotidios de guanina (RhoGEFs). A RhoGEFs faz com que a RhoA
trogue nucleotidios difosfato de guanosina (GDP) por GTP, sendo translocada para
a membrana, e uma vez RhoA-GTP ligado estimula a sua cinase associada (ROCK)
(EXTON, 1997; MURTHY, 2006). Embora a ROCK fosforile diretamente a MLC
(TOTSUKAWA et al., 2000), sua agdo principal na sensibilizacdo ao calcio parece
ser a inibicdo da MLCP, esta acdo se da pela fosforilagdo direta dos residuos de
Thr®® e Thr®®® da MYPT1, causando a sua dissociacdo e inibicdo da PP1c da MLCP
(MURTHY, 2006; SOMLYO; SOMLYO, 2003). A ROCK também pode ativar uma
proteina cinase independente de Ca®*, mais conhecida como proteina cinase de

interacdo ziper (ZIPK). A ZIPK pode fosforilar diretamente a MLC, no entanto seu
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alvo principal é o residuo de Thr®® da MYPT1 o qual é fosforilado inibindo a acédo da
MLCP (MURTHY, 2006).

Figura 7 — Esquema do mecanismo de manutencdo da contragdo no musculo liso pela
ativacao da via G1y13-ROCK.
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Fonte: Autor, 2013.

@O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmatica; @ As
proteinas Gi,n3 troca GDP por GTP na sua subunidade a (ndo mostrado da figura),
tornando-se ativa; @ A subunidade a;,13-GTP ativa o RhoGEF; @ O RhoGEF faz com que
a RhoA troque GDP por GTP, sendo translocada para a membrana,; @A RhoA-GTP ligado
estimula a sua cinase ROCK; A ROCK possui varios alvos: @Inibe a MLCP; (@) Fosforila a
MLC;Ativa a ZIPK; @ A ZIPK fosforila diretamente a MLC; @ A ZIPK fosforila a MLCP,
inibindo-a; @) A RhoA-GTP ligado estimula a PLD; @ A PLD cliva o lipidio de membrana PC
em PA,; @O PA é desfosforilado a DAG pela acdo da enzima fosfo-hidrolase; @O DAG
ativa a PKC, de maneira sustentada; {9 A PKC fosforila a CPI-17, ativando-a; §A CPI-17
inibe a acdo da MLCP. Todos esses mecanismos favorecem o estado fosforilado a MLC e
sua interacdo com os filamentos de actina, mantendo o musculo liso contraido. As
definicbes das abreviaturas estéo presentes na lista de abreviaturas e no texto.

A RhoA-GTP também estimula a fosfolipase D (PLD), essa enzima esta
principalmente associada a membranas intracelulares, mas também é encontrada na
membrana plasméatica e € especifica para fosfatidilcolina (PC), liberando acido
fosfatidico (PA) que através da acdo da enzima fosfo-hidrolase é desfosforilado a
DAG levando a ativacdo sustentada da PKC (BERRIDGE, 2009a). A ativacdo da
PKC também pode ser dependente de Ggyi1, da PLC que forma DAG a partir da
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hidrélise do PIP,. A PKC pode fosforilar o residuo de Thr® da proteina inibitéria
enddgena da MLCP (CPI-17), aumentando assim sua poténcia inibitéria sobre a
PP1c por mais de 1000 vezes, inibindo assim a acdo da MLCP (MURTHY, 2006;
SOMLYO; SOMLYO, 2003).

Sendo o aumento na [Ca’"]c o sinal que leva & contracdo,
consequentemente o relaxamento ocorre por diminuicdo dos niveis deste ion no
citosol do musculo (SOMLYO; SOMLYO, 1994). Esta diminuicdo na [Ca*']. pode
ocorrer por um mecanismo eletromecanico, caracterizado pela repolarizacdo (ou
hiperpolarizacdo) da membrana, ou pelo mecanismo farmaco-mecéanico, que se da
pela ativacao de receptores de membrana e inibicdo das vias bioquimicas que levam
a contracdo (WOODRUM; BROPHY, 2001).

O acoplamento eletromecanico de relaxamento também envolve a abertura
de canais de K, que desempenham um papel chave na regulacdo do potencial de
repouso da membrana e na excitabilidade celular, sendo que a contragdo no
musculo liso depende do balango entre o aumento da condutancia ao K*, levando a
uma repolarizacao/hiperpolarizacdo, enquanto a diminuicdo de sua condutancia
levaria a uma despolarizagdo (KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996). Os canais de K*
conduzem ions K' através da membrana plasmatica a favor do seu gradiente
eletroquimico, que normalmente constitui uma corrente de saida, no sentido do meio
intracelular para o meio extracelular (MACKINNON, 2003). Estas correntes sao
produzidas porque a concentracdo de K* no interior da célula (140 mM) é maior do
que no meio extracelular (2-5 mM), havendo o efluxo desse ion pelos canais
seletivos ao K*. Portanto, mantendo o potencial de membrana das células no estado
de repouso para valores mais negativos, aproximando-se do potencial de equilibrio
de K* (cerca de 90 mV) (VOGALIS, 2000).

Dessa forma, a abertura dos canais de K’ esta associada com a
manutencdo do potencial de repouso e de inibicdo da atividade contratil (VOGALIS,
2000). Além de varios outros processos celulares incluindo controle do volume
celular, secrecdo hormonal e controle da formacado e propagacéo de sinais elétricos
em células excitaveis (MACKINNON, 2003). Sua atividade pode ser regulada por
voltagem, Ca?" ou por neurotransmissores e, consequentemente, as vias de
sinalizacao que eles estimulam (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2011).

O masculo liso gastrintestinal pode ser regulado por varios subtipos de

canais de K”, entre eles: os canais de K" dependentes de voltagem (Ky); os canais
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de K* sensiveis ao ATP (Katp) € 0s canais de K* ativados por Ca?* (Kca) (VOGALIS,
2000).

Os Ky (Figura 8) sdo o prototipo dos canais dependentes de voltagem, sendo
de maneira simplificada, um homotetramero com cada subunidade contendo um
sensor de voltagem e contribuindo para a formacdo do poro central. Cada
subunidade padrao formadora do Ky contém seis regifes transmembranares (S1-
S6), onde as regibes amino e carboxiterminal encontram-se no lado intracelular da
membrana (YELLEN, 2002) e sendo a porcdo S4 identificada como o sensor de
voltagem por possuir um aminoacido basico (lisina ou arginina) a cada trés residuos
(JAN; JAN, 1992).

Figura 8 — Estrutura da subunidade padrdo dos canais de K* dependentes de voltagem (Ky).

Fonte: adaptado de CHOE, 2002.

Segundo Gutman et al. (2005), ja foram identificados 12 tipos de canais Ky
(1.1-1.8; 2.1, 2.2; 3.1-3.4; 4.1-4.3; 5.1; 6.1-6.4; 7.1-7.5; 8.1, 8.2; 9.1-9.3; 10.1, 10.2;
11.1-11.3; 12.1-12.3) (Figura 9). Esses canais sao amplamente expressos na
maioria das células musculares lisas, sdo ativados por despolarizacdo de membrana
e promovem efluxo de K, o qual em parte, € responsavel por repolarizacdo de

membrana e manutencao do potencial de repouso (KO et al., 2010).
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Figura 9 — Cladograma das subfamilias dos canais de K* dependentes de voltagem (Ky).
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Fonte: adaptado de GUTMAN et al., 2005.

Os Katp (Figura 10) sdo complexos proteicos que existem na forma de
octameros contendo dois tipos distintos de subunidades proteicas. Os canais
consistem de quatro subunidades dos canais de K" retificadores de entrada (Ky), Ki

6.1 ou K;; 6.2, cada uma contendo dois dominios (TM1 e TM2), ligados a uma regiédo
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de formacao do poros extracelular (H5). Cada subunidade de K; est4 associada com
uma porcdo regulatéria que ¢é um receptor para sulfonilureia (SUR)
(BABENKO; AGUILAR-BRYAN; BRYAN, 1998, QUAN, et al, 2011). Cada
subunidade SUR tem 17 regibes transmembranares agrupados em trés dominios:
TMDO (TM1-5), TMD1 (TM 6-11), e DTM2 (TM 12-17). Cada subunidade SUR
também tem dois dominios de ligacdo ao ATP (NBD) (QUAN, et al.,, 2011). A
diversidade molecular dos Karp Nnos diversos tecidos e espécies € decorrente da
presenca de multiplas isoformas do SUR (SUR1, SUR2A, SUR2B) (BRAYDEN,
2002).

Figura 10 — Estrutura dos canais de K* sensiveis ao ATP (Karp).

Fonte: adaptado de QUAN, et al., 2011.

Uma caracteristica primaria deste canal é ser inativado pelo aumento de
ATP intracelular, sulfonilureias como, por exemplo, a glibenclamida e a tolbutamida,
e por baixa concentracdo de Ba®" extracelular (FLAGG et al., 2010; SANBORN,
2000; STANDEN et al., 1989). No entanto, hoje se sabe que existem subtipos de
Katp que sao relativamente insensiveis aos niveis basais de ATP, mas sé&o
bloqueados seletivamente pela glibenclamida do mesmo modo que os demais
(FLAGG et al., 2010).

Outra familia de canais de K* existente é a dos Kc,, a qual € vastamente
expressa em tecidos neuronais e ndo neuronais, como epitélios, células sensoriais e
musculos lisos onde podem responder a estimulos vindos de alteracfes do potencial

de membrana, bem como de modificagbes da [Ca®*']., além de contribuir para a
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repolarizacdo do potencial de acdo (BERKEFELD; FAKLER; SCHULTE, 2010;
PETERSEN; MARUYAMA, 1984; VERGARA et al., 1998).

Esta familia é dividida em trés grandes grupos com base em sua
condutancia, cinética e farmacologia (Figura 11) (SAH; FABER, 2002): 1) canais de
K* ativados por Ca?" de pequena condutancia (SKca), bloqueados pela apamina; 2)
canais de K* ativados por Ca** de condutancia intermediaria (IKcs), bloqueados pelo
clotrimazol e 3) canais de K* ativados por Ca®* de grande condutancia (BKca) que
sdo bloqueados por toxinas, como caribdotoxina e iberiotoxina, ou por baixas
concentracdes do ion tetraetilamonio (TEA"). Os canais do tipo SKca € IKca S&0
insensiveis & voltagem e ativados por baixa concentracdo de Ca?" citoplasmatico
(< 1,0 uM), em contraste aos BKc, que sao ativados tanto por voltagem como por
Ca** (WEl et al., 2005).

Os canais K¢, foram subdivididos da seguinte forma: no grupo dos BK¢, séo
chamados de Kcal.1, enquanto que no grupo dos SKc, estdo incluidos os Kca2.1,
2.2 e 2.3, e 0s IKca passaram a ser chamados de Kca3.1. Trés outros membros deste
grupo, Kca4.1, 4.2 e 5.2, foram incluidos no grupo dos Kcs, uma vez que todos
apresentam uma semelhanca estrutural, apesar de néo serem ativados por Ca®*. Os
canais Kca4.1 e Kca4.2 sdo ativados por Na* e CI intracelular, enquanto o Kci5.1 €
sensivel ao pH (ALDRICH et al., 2009).

Figura 11 — Cladograma das subfamilias dos canais de K* ativados por Ca** (Kc).

Kca2.2 (SKc,)

Kca2.3 (SKc,)

Kca2.1 (SKc,)

Kca3.1 (IKca)

Kca1.1 (BKc.)

Kec,5.1

— K41
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Fonte: adaptado de ALDRICH et al., 2009.
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Estruturalmente, os BKc, (Figura 12) sdo compostos por quatro subunidades
formadoras de poro, onde cada uma dessas € formada por 7 segmentos
transmembranares (S0-S6) e uma grande regido citoplasmatica carboxiterminal
(SALKOFF et al., 2006). S1-S4 formam o dominio sensor de voltagem primario e S5
e S6 juntos formam o principal dominio de permeacao para os ions (JIANG et al.,
2002). A subunidade B € composta por dois dominios transmembranares com uma
grande alca extracelular, e as caudas NH, e COOH terminais localizadas no
citoplasma (BOYLE; TOMASIC; KOTLIKOFF, 1992; FLEISCHMANN; WASHABAU,;
KOTLIKOFF 1993; LEE; CUI, 2010). As propriedades fisiolégicas dos BKc,, incluindo
a sensibilidade ao Ca?*, sdo moduladas pelas subunidades p acessérias. As
estimativas da sua densidade média, em musculo liso variam entre 1 a 4 canais/pm?
(BENHAM; BOLTON, 1986; SINGER; WALSH, 1987).

Figura 12 — Estrutura das subunidades a e B1 dos canais de K* ativados por Ca** de grande
condutancia (BKc,) (A); associagdo das quatro subunidades dos BKc, (B).
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Fonte: adaptado de LEDOUX et al., 2006.

Os SKca (Figura 13) sao formados por quatro subunidades, cada uma delas
constituidas por seis dominios transmembranares (S1-S6), com caudas NH, e
COOH terminais intracelulares. A regido do poro (S5-S6) é a Unica regido homoéloga
das outras familias de canais de K*. A CaM esta presa a regido COOH terminal de
cada subunidade do canal e a sensibilidade ao Ca*" citoplasmatico depende da
CaM. A ligacdo do Ca®" a CaM induz a alteragdo conformacional do complexo

proteico levando a abertura do poro do canal (LEDOUX, et al., 2006).
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Figura 13 — Estrutura dos canais de K" ativados por Ca?* de pequena condutancia (SKca)
(A); mecanismo de ativacdo do canal pela ligagéo do Ca** & CaM (B).
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Fonte: adaptado de LEDOUX et al., 2006.

Os mecanismos de relaxamento no muasculo liso via acoplamento farmaco-mecéanico
(Figura 14) podem ocorrer via GPCR acoplado a proteina Gs, cuja subunidade o
ativa a ciclase de adenilil (AC) e, consequentemente, geracdo de AMPc. Além disso,
a geracao de oxido nitrico (NO) tanto dos nervos como das células musculares lisas,
estimula a atividade da ciclase de guanilil solavel (GCs) que induz a formacéo de
monosfofato ciclico de guanosina (GMPc) (MURTHY, 2006). O aumento nos niveis
citosélicos de AMPc e GMPc nas células musculares lisas € considerado um dos
mais importantes mecanismos que medeiam seu relaxamento sob condi¢des
fisiolégicas (PUETZ; LUBOMIROV; PFITZER, 2009).

No musculo liso intestinal ha uma maior producdo de AMPc do que de
GMPc. O GMPc ativa seletivamente a proteina cinase dependente de GMPc (PKG),
enquanto que o AMPc ativa seletivamente a proteina cinase dependente de AMPc
(PKA), em baixas concentraces de AMPc. No entanto, quando as concentracdes
citoplasmaticas de AMPc estdo elevadas pode haver ativacdo cruzada da proteina
cinase e, consequentemente, AMPc ativa a PKG. Além disso, a ativacdo da PKG
pelo GMPc gradualmente aumenta a afinidade do AMPc pela PKG (MURTHY,
2006).
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Figura 14 — Esquema do mecanismo farmaco-mecéanico do relaxamento no musculo liso
pela ativacdo da via Gs-AC-PKA e NO-GC,-PKG.
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~ Fonte: Autor, 2013.

@ O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmatica; @A
proteina G troca GDP por GTP na sua subunidade a (ndo mostrado na figura), tornando-se
ativa; @ A subunidade a,-GTP ativa a AC; (8 A AC converte o ATP em AMPc; (B) O NO
gerado tanto dos nervos como das células musculares lisas, estimula a atividade da GCg;
@A GC; converte o GTP em GMPC;@ Os nucleotidios ciclicos, AMPc e GMPc ativam
suas respectivas proteinas cinases, PKA e PKG. Ambas as proteinas cinases fosforilam
varios substratos: Ativam os canais de K; @ Inibem os Cay; @ Aumentam a atividade
da SERCA e da PMCA; @ Ativam do trocador Na*/Ca?; @  Fosforilagdo do IPsR pela
PKG, mas nédo pela PKA. Todos esses mecanismos diminuem a [Ca2+ : @ Inibem a MLCK,
reduzindo sua afinidade pelo [(Ca®"),-CaM]; @ Inibem a RhoA; Ativam a MYPT1,;

Ativam o telokin; @2 O telokin ativa a MLCP. Todos esses mecanismos impedem a
ativacdo da MLC e, consequentemente, sua interacdo com os filamentos de actina,
promovendo o relaxamento do musculo liso. As definicbes das abreviaturas estdo presentes
na lista de abreviaturas e no texto.

Assim, ambas as proteinas cinases fosforilam varios substratos, levando a:
1) ativacdo de canais de K*, que indiretamente, por repolarizacdo ou
hiperpolarizagéo, causam a desativacdo dos Cay; 2) inibicdo dos Cay, causando
uma reducéo da [Ca?']. por diminuir o influxo de Ca** (MAKHLOUF; MURTHY, 1997;
REMBOLD, 1996); 3) um aumento na atividade da Ca®’-ATPase tanto do RS
(SERCA) como da membrana plasmatica (PMCA), aumentando assim o sequestro e
a extrusdo de Ca**, respectivamente, diminuindo a [Ca*']¢; 4) diminuicdo da [Ca®'].
por ativacdo do trocador Na*/Ca** (BLAUSTEIN, 1989); 5) reducéo da liberacdo de
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Ca?* do RS pela PKG, mas ndo pela PKA através da fosforilagdo dos IP3R
(BERRIDGE, 2009a, MURTHY, 2006); 6) inibicdo da MLCK, reduzindo sua afinidade
pelo [(Ca*"),-CaM], causando uma reducdo nos niveis de MLC fosforilada e assim
do processo contratil (REMBOLD, 1992); 7) inativacdo da RhoA por fosforilacdo do

188 translocando-a para o citosol; 8) fosforilacdo do residuo de Ser®® da

695

residuo Ser
MYPT1 impedindo a fosforilacdo do residuo de Thr”™> pela ROCK; 9) fosforilagdo do
telokin (ativador endégeno da MLCP), sendo esse um mecanismo independente da

RhoA (MURTHY, 2006).
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3 Objetivoc

3.1 Geral

» Contribuir com o estudo farmacoldgico da familia Annonaceae, em particular
dos 6leos essenciais das folhas de Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. & Tul.
(XL-OE), de Xylopia frutescens Aubl. (XF-OE) e de Rollinia leptopetala R. E.
Fries (RL-OE).

3.2 Especificos

» Investigar uma possivel atividade espasmolitica dos 6leos essenciais XL-OE,
XF-OE e RL-OE em musculos lisos (aorta isolada de rato; utero isolado de
rata; traqueia e ileo isolados de cobaia).

» Elucidar o mecanismo de acdo espasmolitica do Oleo essencial que
apresentar maior poténcia e eficacia em um dos quatro orgaos testados,
avaliando:

» o0 tipo de antagonismo com 0s receptores histaminérgicos;

» 0 envolvimento dos canais de calcio dependentes de voltagem
(Cay), caracterizando o subtipo de Cay envolvido;

» a modulagdo dos canais de potassio e determinando quais 0s
subtipos desses canais estdo envolvidos;

» avia de sinalizacao das fosfodiesterases/nucleotidios ciclicos;

» o efeito citotoxico do 6leo essencial sobre os miécitos da camada
longitudinal de ileo de cobaia;

» ainterferéncia do 6leo essencial sobre a concentracdo citosolica de

Ca?* ([Ca®"].) em midcitos da camada longitudinal de ileo de cobaia.
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4.1 MATERIAL

4.1.1 Material botanico

As espécies Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. & Tul., Xylopia frutescens Aubl.
e Rollinia leptopetala R. E. Fries foram coletadas nos municipios de Cruz do Espirito
Santo-PB, em julho de 2002, de Jodo Pessoa-PB, em abril de 2010 e de Serra
Branca-PB, em agosto de 2007, respectivamente. Os materiais boténicos foram
identificados pela Profa. Dra. Maria de Fatima Agra, do Setor de Boténica 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). As exsicatas de X. langsdorfiana A. St.-Hil. & Tul., (Agra 5541), X.
frutescens Aubl. (Agra 7249) e R. leptopetala R.E. Fries (Agra 3567) estdo
depositadas no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) da UFPB.

4.1.2 Produtos-teste

Os Oleos essenciais das folhas obtidos das espécies X. langsdorfiana
(XL-OE), X. frutescens (XF-OE) e R. leptopetala (RL-OE) foram gentilmente cedidos
pelo grupo dos Profs. Drs. Marcelo Sobral da Silva e Josean Fechine Tavares do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF)/CCS/UFPB e membros do Setor de
Fitoquimica do PPgPNSB do CCS/UFPB. A composi¢cdo quimica dos o6leos
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essenciais foi realizada, onde os componentes majoritarios séo: germacreno D
(22,9%), trans-B-guaieno (22,6%), B-cariofileno (15,7%) e a-pineno (7,3%) para o
XL-OE (TAVARES et al.,, 2007b), cariofileno (23,91%), y-cadineno (12,48%),
B-ocimeno (8,19%), cadin-4-en-10-ol (5,78%), viridiflorol (4,83%), y-elemeno (4,55%)
para o XF-OE (LUNGUINHO, 2012) e biciclogermacreno (22,47%), cis-4-tujanol
(17,37%), a-terpineol (8,42%), germacreno D (7,72%), trans-cariofileno (6,63%) e
guaiol (4,61%) para o RL-OE (COSTA et al., 2008).

4.1.3 Animais

Eram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) pesando entre 250-350 g,
ratas Wistar virgens pesando entre 150-250 g e cobaias (Cavia porcellus) de ambos
0s sexos, pesando entre 300-500 g, provenientes do Biotério Prof. Thomas George
do Centro de Biotecnologia (CBiotec)/UFPB.

Antes dos experimentos 0s animais eram mantidos sob rigoroso controle
alimentar com uma dieta balanceada & base de racdo tipo pellets (Labina®) com
acesso a agua ad libitum, com ventilacdo e temperatura (21 £ 1 °C) controladas e
constantes. Os experimentos eram realizados no periodo entre 08h00 e 20h00,
sendo todos os procedimentos experimentais realizados seguindo o0s principios de
cuidados com animais “Guidelines for the ethical use animals in applied etiology
studies” (SHERWIN et al., 2003) e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica (CEPA/LTF), atualmente
conhecido como Comissdo de Etica no Uso Animal do CBiotec (CEUA/CBiotec),
certiddo numero 0103/10 (ANEXO A).

4.1.4 Drogas e reagentes

O sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO,.7H,0), o cloreto de
magnésio hexa-hidratado (MgCl,.6H,0), o cloreto de célcio di-hidratado
(CaCl,.2H,0), o cloreto de sodio (NaCl) e a glicose foram obtidos da Vetec (Brasil).
O bicarbonato de sodio (NaHCOg3), o cloreto de potassio (KCI) foram obtidos da
Fmaia (Brasil). O fosfato de potassio monobasico (KH,PO,), o fosfato de sédio
monobasico anidro (NaH,PO,) e o acido cloridrico (HCI) P.A. foram obtidos da

Nuclear (Brasil).
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O cloridrato de carbamilcolina (CCh), o cloridrato de acetilcolina (ACh) e o
di-hidrocloridrato de histamina foram obtidos da Merck (Brasil). A ocitocina foi obtida
da Unido Quimica (Brasil). O cloridrato de L(-)-fenilefrina (FEN) foi obtido da Pfizer
(EUA). Estas substancias eram dissolvidas e diluidas em agua destilada para
obtencao de cada solucdo-estoque, 10 M para as solucdes de CCh, ACh, histamina
e FEN e 1 Ul/mL para a solucdo de ocitocina, que eram mantidas a temperatura
de -20 °C, quando necessario, essas solucdes-estoque eram diluidas em agua
destilada para obtencdo de concentracdes apropriadas a cada protocolo
experimental.

O S-(-)-Bay K8644 (1,4-diidro-2,6-dimetil-5-nitro-4-[2-(trifluorometil)fenil]3-
piridina carboxilico acido metil éster), o cloreto de césio (CsCl), o cloreto de
tetraetilamonio (TEA®), a iberiotoxina (IbTx), a glibenclamida, a apamina, a
4-aminopiridina (4-AP), o dietilestilbestrol, o &cido araquidénico (AA), o Oleo de
castor (Cremophor®), a penicilina-estreptomicina, o acido [etilenodinitrilo] tetracético
(EDTA), o acido (N-[2-hidroxietilpiperazina-N’-[2-etanosulfénico]) (HEPES), o
brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetraz6lio (MTT) e o dimetilsuféxido
(DMSO) foram obtidos da Sigma-Aldrich (EUA).

Estas substancias eram mantidas em um freezer a temperatura de -20 °C,
dissolvidas e diluidas em &gua destilada, exceto o &cido araquidbnico,
dietilestilbestrol, S-(-)-Bay K8644 e a glibenclamida que eram dissolvidos em etanol
absoluto e diluidos em agua destilada, e o MTT que era dissolvido na solucédo de
PBS (descrita no proximo item).

O Dulbecco’'s Modified Eagle Médium (DMEM), o soro fetal bovino, a
L-glutamina e a solugéo de tripsina/EDTA (1:250) foram obtidos da Cultilab (Brasil).
Fluo-4 NW dye mix foi obtido da Invitrogen (EUA).

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

4.1.5 Solugbes nutritivas

De acordo com os experimentos realizados foram utilizadas varias solucdes
nutritivas (ajustadas ao pH 7,4 com HCl ou NaOH 1 N, exceto o meio de cultura dos
miocitos que foi ajustado ao pH 7,2), todas as solugdes utilizadas nos experimentos

funcionais foram aeradas com carbogénio (95% de O, e 5% de CO;) e mantidas a
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37 °C para aorta de rato, traqueia e ileo de cobaia e a 32 °C para utero de rata. As
composicdes estado descritas abaixo:

Solucdo de Krebs Normal (mM): NaCl (118,0); KCI (4,6); MgSO,4 (5,7);
KH,PO4 (1,1); CaCl; (2,5); glicose (11,0); NaHCO3 (25,0).

Solucéo de Locke Ringer (mM): NaCl (154,0); KCI (5,6); CaCl, (2,2); MgCl,
(2,1); Glicose (5,6); NaHCOs3 (6,0).

Solucédo de Krebs modificado (mM): NaCl (117,0); KCI (4,7); MgSO, (1,3);
NaH,PO, (1,2); CaCl, (2,5); Glicose (11,0); NaHCO3 (25,0).

Solucédo de Krebs modificado despolarizante 70 mM sem Ca?** (mM): NaCl
(51,7); KCI (70,0); MgS0, (1,3); NaH,PQO4 (1,2); Glicose (11,0); NaHCO3 (25,0).

PSS (Solucédo Fisiolégica Salina) sem Ca* (mM): NaCl (132,4); KCI (5,9);
MgCl, (1,2); Glicose (11,5).

PBS (Solucdo Tampéo Fisiolégica) (mM): NaCl (140,0); Na;HPO, (3,9);
NaHPO, (1,7); NaHCOs (4,2); EDTA (0,2).

HBSS (Solucdo Salina Balanceada de Hank) (mM): NaCl (137,9); KCI
(5,33); MgCl, (0,49); KH,PO4 (0,44); MgSO, (0,41); Na,HPO, (0,34); CaCl, (1,3);
NaHCOj3; (4,2); Glicose (5,6); HEPES (10,0).

Composicédo do meio para cultura de miocitos: o DMEM foi suplementado
com soro fetal bovino (10%), glutamina (20,0 mM) e penicilina-estreptomicina
(100 U/mL-10 pg/mL), NaHCO3 (25,0 mM); HEPES (11,0 mM).

4.1.6 Preparacédo dos Oleos essenciais para os ensaios farmacoldgicos

Os odleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE eram solubilizados em
Cremophor® (3% v/v) e diluidos em agua destilada até a concentracéo de 10 mg/mL.
Estas solucdes eram feitas diariamente, uma vez que Oleos essenciais
caracterizam-se pela presenca de compostos volateis. De acordo com a
necessidade de cada protocolo experimental as solu¢cdes eram novamente diluidas
em agua destilada. A concentracao final de Cremophor® nas cubas nunca excedeu
0,01% (v/v). Nesta concentracdo o Cremophor® é desprovido de efeito contratil ou
relaxante significante nos oOrgdos estudados (dados n&o mostrados). As
concentragcbes dos Oleos essenciais eram utilizadas sempre em multiplos de 3. Na
triagem farmacologica eram testadas as concentragfes 243 e 729 pg/mL, quando

esse efeito era superior a 50 e 70%, respectivamente, diminuiam-se as
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concentragfes até aquela de efeito 0% a fim de se obter uma curva concentragéo-
efeito.

4.1.7 Aparelhos

Para o registro das contragBes isotbnicas 0s O0rgdos eram suspensos em
cubas de 5 mL e conectados a uma alavanca isotonica de inscricdo frontal em
cilindros esfumacados de um quimégrafo (DTF, Brasil). As contracdes isométricas
eram registradas utilizando transdutores de forca isométricos FORT-10 conectados a
um amplificador modelo TMB4M, ambos da World Precision Instruments, Sarasota,
FL, EUA), os quais estavam conectados a uma placa conversora analogico/digital
instalada em um microcomputador contendo o programa BioMed® versdo Rv2
(BioData, Jodo Pessoa, PB, Brasil). A temperatura das cubas era controlada com
bombas termostaticas modelos (BANHO-MARIA AVS-BM, Brasil) ou (POLYSTAT
12002 - Cole-Palmer, EUA).

Os valores de pH eram aferidos através de um pHmetro digital modelo
PG2000 (GEHAKA, Sao Paulo, SP, Brasil).

As substancias eram pesadas em balanca analitica modelo AG 200 e os
animais em balancas semianalitica (ambas da GEHAKA, Séo Paulo, SP, Brasil).

A manipulacdo de células em cultura era realizada em uma capela de fluxo
laminar (GermFree Laboratories, EUA). As culturas de células eram mantidas em
estufa umida de CO; a 37 °C (Forma Scientific, EUA).

As células em cultura eram observadas em microscopio Optico invertido
(Nikon, Japédo). As imagens das células eram captadas por microscéopio 6ptico
invertido (Nikon, Japdo) acoplado a camera de video (Nikon — DS Camera Head
DSFil/DS-5M, Japdo).

As medidas de fluorescéncia e de intensidade de absorbancia eram
realizadas em um leitor Optico de microplaca de alta eficiéncia, FlexStation 3 -
Molecular Devices e analisadas no programa SoftMax® Pro versdo 5.4 (SoftMax Pro

Software, MDS Analytical Technologies Inc., Califérnia, EUA).
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4.2 METODOS
4.2.1 Triagem farmacoldgica preliminar

4.2.1.1 Efeito dos 6leos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE sobre as contracdes

tonicas induzidas por fenilefrina em aorta de rato

Os ratos eram eutanasiados por descolamento cervical seguido pela secc¢ao
dos vasos cervicais. A aorta era retirada e limpa de todo o tecido conectivo e
adiposo, em seguida dividida em anéis de 3-5mm. Os anéis adrticos eram
suspensos individualmente por hastes de aco inoxidavel em cubas de vidro (5 mL)
contendo solucéo nutritiva de Krebs normal e sob tensédo de 1 g. Estes tecidos eram
mantidos a uma temperatura de 37 °C, aerados com carbogénio, e mantidos em
repouso durante no minimo 60 minutos. Durante esse periodo, a solu¢cao nutritiva
era renovada a cada 15 minutos para prevenir a interferéncia de metabdlitos
(ALTURA; ALTURA, 1970).

Apos o periodo de estabilizacdo, uma primeira contracdo era induzida pela
adicdo de 3x 107 M de fenilefrina (FEN). A integridade do endotélio adrtico era
verificada pela adicdo de acetilcolina (ACh) & cuba na concentracdo de 10° M
(FURCHGOTT; ZAWDZKI, 1980) durante a fase tonica da primeira resposta induzida
por FEN, onde anéis que apresentaram relaxamentos iguais ou superiores a 50%
(em relacéo a forca de contracao inicial) eram considerados com endotélio funcional
(AJAYA et al., 2003). Os anéis aorticos sem endotélio eram obtidos através da
retirada do mesmo, por uma leve friccdo da camada endotelial que se encontra
voltada para a luz do 6rgao utilizando-se uma haste de ac¢o inoxidavel e embebida
com solucéo de Krebs normal. A retirada do endotélio era confirmada pela auséncia
de relaxamento em resposta a adicdo de ACh (10° M) & cuba ou quando este
relaxamento era igual ou inferior a 10%, sendo este anel considerado sem endotélio
funcional. Apés a verificagdo da funcionalidade do endotélio, a solu¢cdo de banho era
trocada, sendo as preparagdes lavadas a cada 15 minutos com solugdao de Krebs
normal durante um periodo total de 30 minutos, e durante o componente ténico de
uma segunda resposta induzida por FEN, os 0Oleos essenciais XL-OE, XF-OE e
RL-OE eram adicionados, de maneira cumulativa a cuba, em preparacdes

diferentes.
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O relaxamento produzido pelos 6leos essenciais foi expresso como a
percentagem reversa da contragdo inicial induzida por FEN. Os valores da
concentracdo dos 0Oleos essenciais que produzem 50% do seu efeito maximo (CEsp)
foram obtidos por regressédo nao linear a partir das curvas concentracdes-resposta

obtidas para os 0leos essenciais em anéis com e sem endotélio funcional.

4.2.1.2 Efeito dos 0Oleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE sobre as contracdes

tonicas induzidas por carbacol em traqueia de cobaia

Os cobaias eram eutanasiados por descolamento cervical seguido pela
seccdo dos vasos cervicais. A traqueia era retirada e limpa de todo o tecido
conectivo e adiposo, em seguida dividido em segmentos, contendo 3-4 anéis de
cartilagem cada. Esses segmentos eram suspensos individualmente por hastes de
aco inoxidavel em cubas de vidro (5 mL) contendo solugéo nutritiva de Krebs normal
e sob tensédo de 1 g. Estes tecidos eram mantidos a uma temperatura de 37 °C,
aerados com carbogénio, e mantidos em repouso durante no minimo 60 minutos,
sendo a solucéo trocada a cada 15 minutos. Apos o periodo de estabilizacdo, uma
primeira contracéo era induzida pela adicdo de 10° M de carbacol (CCh) & cuba.

A integridade do epitélio da traqueia era verificada pela adicao de AA a cuba
na concentracdo de 10 M durante a fase tonica da primeira resposta induzida por
CCh, onde anéis que apresentaram relaxamentos iguais ou superiores a 50% (em
relacdo a contracao inicial) eram considerados com epitélio funcional (TSCHIRHART
et al., 1987). Os anéis de traqueia sem epitélio eram obtidos através da retirada do
mesmo, por uma leve friccdo da camada epitelial que se encontra voltada para a luz
do 6rgao, utilizando-se uma haste de aco inoxidavel envolta em algoddo e embebida
com solucdo de Krebs normal. A retirada do epitélio era confirmada pela auséncia de
relaxamento em resposta a adicdo de AA a cuba ou quando este relaxamento era
igual ou inferior a 10%, sendo este anel considerado sem epitélio funcional. Apés a
verificagdo da funcionalidade do epitélio, a solu¢do de banho era trocada, sendo as
preparacoes lavadas a cada 15 minutos com solucdo de Krebs normal durante um
periodo total de 30 minutos, e durante o componente tonico de uma segunda
resposta induzida por CCh, os oOleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE eram

adicionados, de maneira cumulativa a cuba, em preparacdes diferentes.
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O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contracéo inicial
induzida por carbacol e os valores de CEsp foram calculados como descrito no item
4.2.1.1.

4.2.1.3 Efeito dos 6leos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE frente as contracdes

fasicas induzidas por ocitocina ou por carbacol em Utero de rata

O utero de rata era montado de acordo com Revuelta, Cantabrana e Hidalgo
(2000). As ratas eram tratadas 24 horas antes com dietilestilbestrol (0,1 mg/kg) via
subcuténea, para inducdo do estro. Decorrido este tempo, eram eutanasiadas por
deslocamento cervical seguido de seccdo dos vasos cervicais. ApOs aberta a
cavidade abdominal, era feita a dissecacédo do utero colocando-o em uma placa de
Petri contendo solucdo nutritiva de Locke Ringer a 32 °C sob aeracdo com
carbogénio. Em seguida os dois cornos uterinos eram separados por meio de uma
incisdo, abertos longitudinalmente e suspensos verticalmente em cubas de vidro
(5 mL), sob tensdo de 1 g e mantidos em repouso durante no minimo 40 minutos,
sendo a solucéo trocada a cada 15 minutos. Apds o periodo de estabilizacdo, era
induzida uma contracéo isoténica com KCI 60 mM para verificar a funcionalidade do
orgdo. A preparacéo era lavada e ap6s 15 minutos, eram induzidas duas contracdes
isoténicas de magnitude similares com 10 UI/mL de ocitocina (OCI) ou com 10° M
de CCh. Os Oleos essenciais eram incubados por 15 minutos em preparacdes
diferentes, e na presenca do 6leo essencial era induzida uma terceira contracao
utilizando um dos agonistas. A inibicdo da resposta subméaxima de OCI e de CCh
era avaliada por comparacdo das respostas antes (controle) e apés a adicdo dos
compostos a cuba. Os valores da concentracdo dos 6leos essenciais que inibem
50% do efeito maximo produzido por um agonista (Clso) foram obtidos por regressao

nao linear.
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4.2.1.4 Efeito dos 6leos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE frente as contracdes
fasicas induzidas por carbacol ou por histamina em ileo de cobaia

O ileo de cobaia era preparado de acordo com Daniel et al. (2001). Os
cobaias eram mantidos em jejum por um periodo de 18 horas (dando-lhe somente
dgua nesse periodo). Apds este periodo os animais eram eutanasiados por
deslocamento cervical seguido de seccdo dos vasos cervicais. O abdémen era
aberto e um segmento do ileo de aproximadamente 15 cm de comprimento era
retirado e colocado em uma placa de Petri contendo solugdo nutritiva de Krebs
modificado a 37 °C sob aeracdo com carbogénio. Apés a dissecacao, o segmento do
ileo era seccionado em fragmentos de 2-3 cm de comprimento, suspensos
individualmente em cubas de vidro (5 mL) e deixados em repouso por 30 minutos,
durante este periodo a solucdo nutritiva era trocada a cada 15 minutos. Apés o
periodo de estabilizacdo, era induzida uma contracéo isotdnica com KCI 40 mM para
verificar a funcionalidade do 6rgdo. A preparacdo era lavada e apds 15 minutos,
eram induzidas duas contracdes isotdnicas de magnitude similares com 10° M de
CCh ou de histamina. Os 0leos essenciais eram incubados por 15 minutos em
preparacdes diferentes, e na presenca do 6leo essencial era induzida uma terceira
contracao utilizando um dos agonistas. A inibicdo da resposta subméaxima de CCh e
de histamina era avaliada por comparacdo das respostas antes (controle) e apés a
adicdo dos compostos a cuba. Os valores de Clsg eram obtidos como descrito

anteriormente.
4.2.2 Investigacdo do mecanismo de acdo do RL-OE em ileo de cobaia
4.2.2.1 Caracterizacdo do bloqueio da contracédo induzida por histamina

O ileo era montado como descrito anteriormente. Apdés o periodo de
estabilizacdo, era induzida uma contracdo isotbnica com KCI 40 mM para verificar a
funcionalidade do o6rgdo. A preparacdo era lavada e apdés 15 minutos, eram
induzidas duas curvas concentragdes-resposta cumulativas similares a histamina
(10° - 10 M). Em seguida, na auséncia da histamina, RL-OE era incubado por
15 minutos em diferentes concentracdes e em experimentos independentes. Apos

este periodo, na presenga do 6leo essencial, uma nova curva concentragcado-resposta
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cumulativa a histamina era obtida. Os resultados foram avaliados comparando-se a
percentagem da resposta contratil na presenca do 6leo essencial com aquela obtida
pela média das amplitudes maximas obtidas das curvas controle (100%), na
auséncia do RL-OE. O tipo de antagonismo exercido pelo RL-OE foi avaliado com
base na andlise dos valores da CEsp e dos valores do efeito maximo (Emax) da
histamina calculados a partir das curvas concentracbes-resposta, na auséncia

(controle) e na presenca do RL-OE.

4.2.2.2 Efeito do RL-OE sobre as contra¢cdes tonicas induzidas por KCI, por
CCh ou por histamina

O ileo era montado como descrito no item 4.2.1.4. ApGs o periodo de
estabilizacdo, uma contragdo submaxima, registrada utilizando transdutores
isométricos acoplados a um sistema de aquisi¢do digital era obtida com 40 mM de
KCI, 10° M de CCh ou de histamina e durante a fase tdnica sustentada o RL-OE era
adicionado de maneira cumulativa a cuba e em preparacfes diferentes. O
relaxamento produzido pelo 6leo essencial foi expresso como a percentagem
reversa da contracdo produzida pelos agentes contrateis. Os valores de CEsy foram
expressos como a meédia + erro padrdo da média (e.p.m.) dos valores individuais da

CEso, calculados pelo uso da regressao nao linear.

4.2.2.3 Avaliacdo da participacdo dos canais de calcio dependentes de

voltagem (Cay) no efeito relaxante do RL-OE

4.2.2.3.1 Efeito do RL-OE frente as contra¢cdes induzidas por CaCl, em meio

despolarizante (KCl 70 mM) nominalmente sem Ca**

O ileo era montado como descrito no item 4.2.1.4. ApGs o periodo de
estabilizacdo do 6rgao por 30 minutos a solucédo de Krebs modificado era substituida
pela solugcdo despolarizante (70 mM de KCI) nominalmente sem Ca®*, por um
periodo de 45 minutos. Eram induzidas duas curvas similares de maneira
concentracéo-resposta cumulativa ao CacCl,, em seguida o RL-OE era incubado na
auséncia de CaCl, por 15 minutos e ap0s esse periodo uma terceira curva
cumulativa ao CaCl, era obtida na presenca do RL-OE (VAN, ROSSUM, 1963). Os
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resultados foram avaliados comparando-se a percentagem da resposta contratil na
presenca do Oleo essencial com aquela obtida pela média das amplitudes maximas
obtidas das curvas controle (100%), na auséncia do RL-OE. O tipo de antagonismo
exercido pelo RL-OE foi avaliado com base na analise dos valores de CEsp € do Enax
do CaCl, calculado a partir das curvas concentragOes-resposta, na auséncia
(controle) e na presenca do RL-OE.

4.2.2.3.2 Efeito do RL-OE sobre as contracdes tonicas induzidas por
S-(-)-Bay K8644

ApoOs a estabilizacdo por 30 minutos em solucao de Krebs modificado, o ileo
era parcialmente despolarizado pela adicdo de 15 mM de KCI por 10 minutos e em
sua presenca era induzida uma contragdo com 3 x 107 M de S-(-)-Bay K8644, um
agonista seletivo dos Cay do tipo L ou Cayl (FERRANTE et al., 1989). Durante a
estabilizacdo da fase tbnica dessa contracdo o RL-OE era adicionado de maneira
cumulativa. O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contracao
inicial produzida pelo S-(-)-Bay K8644. A CEsp foi obtida por analise de regresséo

nao linear.

4.2.2.4 Avaliacdo do envolvimento dos canais de potassio no efeito relaxante
do RL-OE

4.2.2.4.1 Efeito do RL-OE sobre as contragfes tdnicas induzidas por histamina

na presenca de cloreto de césio (CsCl)

O ileo era montado como descrito no item 4.2.1.4. ApGs o periodo de
estabilizacdo, o tecido era adicionado a cuba 5 mM de CsCIl, um bloqueador ndo
seletivo dos canais de K* (CECCHI et al., 1987), apés 20 minutos na presenca do
bloqueador era induzida uma contracdo com 10°® M de histamina e sob o
componente ténico dessa contragdo era adicionado o RL-OE de forma cumulativa. O
relaxamento produzido pelo RL-OE foi expresso como a percentagem reversa da
contracdo inicial induzida pelo agonista. Os valores de CEsy do RL-OE foram
calculados a partir das curvas concentragbes-resposta na presenca do bloqueador e

comparados com os valores de CEsy do RL-OE na auséncia do bloqueador.
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4.2.2.4.2 Efeito do RL-OE sobre as contragfes tdnicas induzidas por histamina
na presenca de glibenclamida, apamina, 4-aminopiridina (4-AP), tetraetilamonio
(TEA") ou iberiotoxina (IbTX)

O ileo era montado como descrito no item 4.2.1.4. Ap6s o periodo de
estabilizacdo, era adicionado & cuba 10° M de glibenclamida, um bloqueador
seletivo de canais de K" sensiveis ao ATP (Kate) (SUN; BENISHN, 1994), 100 nM de
apamina, um bloqueador seletivo de canais de K* ativados pelo Ca®" de pequena
condutancia (SKc¢a) (ISHII; MAYLIE; ADELMAN, 1997; VAN DER STAAY et al.,
1999), 1 mM de TEA", que nessa concentragdo é um bloqueador seletivo dos canais
de K' ativados pelo Ca** de grande condutancia (BKca) (KNOT, BRAYDEN,
NELSON, 1996), 97 nM de iberiotoxina, bloqueador seletivo dos BKca (CANDIA,;
GARCIA; LATORRE, 1992; ABOULAFIA et al.,, 2002) ou 0,3 mM de 4-AP, um
blogqueador néo seletivo dos canais de K" sensiveis a voltagem (Ky) (ROBERTSON;
NELSON, 1994), apdés 20 minutos na presenca dos bloqueadores, em preparacdes
diferentes, uma contracédo com 10° M de histamina era obtida. Em seguida o RL-OE
era adicionado cumulativamente sob o componente ténico da contragdo. O
relaxamento produzido pelo RL-OE e os valores de CEsy do RL-OE foram calculados
a partir das curvas concentracbes-resposta na presenca dos blogueadores e

comparados com os valores de CEsy do RL-OE na auséncia do bloqueador.

4.2.2.4.3 Efeito do RL-OE sobre as contra¢des tonicas induzidas por histamina
na presenca simultanea de tetraetilamonio (TEA®) e 4-aminopiridina (4-AP)

O ileo era montado como descrito no item 4.2.1.4. ApGs o periodo de
estabilizacdo, era incubado por 20 minutos com 1mM de TEA®, que nessa
concentracdo € um bloqueador seletivo dos BKc, (KNOT, BRAYDEN, NELSON,
1996) e 0,3 mM de 4-AP, um blogqueador nédo seletivo dos Ky (ROBERTSON;
NELSON, 1994), na mesma preparacdo e ainda na presenca simultanea dos
bloqueadores, uma contracdo com 10°M de histamina era obtida para verificar se
h& somacio de efeito de ativacdo dos canais de K* no relaxamento produzido pelo
RL-OE. Em seguida o RL-OE era adicionado cumulativamente sob o componente
tébnico da contragdo. O relaxamento produzido pelo RL-OE e os valores de CEso do

RL-OE foram calculados a partir das curvas concentragdes-resposta na presenca
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simultanea dos bloqueadores e comparados com os valores de CEsp, do RL-OE na
auséncia dos bloqueadores e na presenca do bloqueador ndo seletivo dos canais de
K* (CsClI).

4.2.2.4.4 Efeito do RL-OE sobre as contragfes tdnicas induzidas por histamina
na presenca de 16 mM de KCI

O ileo era montado como descrito no item 4.2.1.4. Ap06s o periodo de
estabilizacdo, uma contracdo tdnica era obtida com 10°M de histamina. Apés
2 minutos da contracdo obtida com histamina, adicionava-se 16 mM de KCI, uma
manobra utilizada para dificultar o efluxo de K" (SILVA; NOUAILHETAS;
ABOULAFIA, 1999). Sob o componente tbnico dessa contracdo o RL-OE era
adicionado cumulativamente. O relaxamento produzido pelo RL-OE e os valores de
CEso do RL-OE foram calculados a partir das curvas concentragcdes-resposta na
presenca de 16 mM de KCI e comparados com os valores de CEsp do RL-OE na

auséncia de 16 mM de KCI.

4.2.2.5 Avaliacdo da participacdo da via de sinalizagdo das PDEs/nucleotidios

ciclicos

4.2.2.5.1 Efeito do RL-OE sobre as contracfes ténicas induzidas por histamina

na presenca de aminofilina

O ileo era montado como descrito no item 4.2.1.4. Ap6s o periodo de
estabilizacdo, era adicionada & cuba 10 M de aminofilina, um inibidor n&o-seletivo
das enzimas fosfodiesterases (PDEs) (KAZIC, 1977) e apds 20 minutos na presenca
do inibidor era induzida uma contracdo com 10 M de histamina e sob o componente
tbnico dessa contracéo era adicionado o RL-OE de forma cumulativa. O relaxamento
produzido pelo RL-OE foi expresso como a percentagem reversa da contracgéo inicial
induzida pelo agonista. Os valores de CEsp, do RL-OE foram calculados a partir das
curvas concentracdes-resposta na presenca do inibidor e comparados com o0s

valores de CEsg do RL-OE na auséncia do inibidor.
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4.2.2.6 Efeito do RL-OE sobre os miocitos da camada longitudinal do ileo de
cobaia

4.2.2.6.1 Cultura de miécitos da camada longitudinal do ileo de cobaia

O ileo era retirado segundo o descrito no item 4.2.1.4. Apés o0s
procedimentos iniciais, o ileo era seccionado em fragmentos de 2-3 cm e a camada
longitudinal do ileo era retirada com o auxilio de um bastédo de vidro (8 mm), lamina
e algodao embebido com a solucdo nutritiva. Apos a retirada da camada longitudinal,
estas eram lavadas sucessivas vezes em solucdo estéril de PSS sem Ca®". Em
seguida, essas amostras eram fragmentadas em pedacos menores com o auxilio de
tesoura e pinca (adaptado de SHIMUTA et al., 1990). Posteriormente, com uma
pipeta Pasteur esses fragmentos menores da camada longitudinal eram transferidos
e distribuidos uniformemente em garrafas estéreis de cultura primaria (25 cm?)
(Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ, EUA). Apo6s a observacao de que os
tecidos se encontravam aderidos a parede das garrafas, adicionava-se 5 mL do
meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 20,0 mM de
glutamina, 100 U/mL de penicilina e 10 pg/mL de estreptomicina e as garrafas eram
levadas a estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO, (CLARO et al., 2007). A cada
48-72 horas 0 meio de cultura das garrafas era trocado com o auxilio de uma pipeta
Pasteur estéril conectada a uma bomba a vacuo, a garrafa era inclinada em um
angulo de 45° para a realizacdo da aspiracdo do meio de cultura. Sempre se
deixava um pouco do meio de cultura antigo, uma vez que hé liberacdo de fatores de
crescimento das préprias células em cultura, facilitando o crescimento das células.
Apods a confluéncia das células em monocamada eram feitos os subcultivos em
garrafas de cultura (75 cm?) (Corning® Flask, NY, EUA).

Para a realizacdo do subcultivo, o meio de cultura era completamente
aspirado com o auxilio de uma pipeta Pasteur estéril conectada a uma bomba a
vacuo, com o cuidado de ndo tocar a pipeta na parede da garrafa onde as células
estdo aderidas, em seguida as garrafas eram lavadas com 2 mL de PBS enriquecido
com penicilina-estreptomicina, posteriormente com 2 mL de PBS enriquecido com
EDTA. ApGs essas lavagens, adicionava-se 2 mL de tripsina/EDTA (1:250) por
aproximadamente 2 minutos, seguida da adicdo do meio de cultura DMEM, para

neutralizar a acdo da tripsina. Essa suspensdo de células era transferida para
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garrafas de cultura (75 cm? com a correcdo do volume do meio de cultura para
aproximadamente 12 mL e levadas a estufa de CO; e apés a confluéncia das células
em monocamada eram preparados os pellets (contendo as células).

Para a preparacdo dos pellets, repetia-se todo o procedimento da
preparacdo do subcultivo, agora utilizando o dobro do volume de PBS enriquecido
com penicilina-estreptomicina, PBS enriquecido com EDTA e tripsina, devido ao
maior volume das garrafas para cultura. Em seguida, transferia-se toda a suspensao
de células para tubos Falcons (Corning® Flask, NY, EUA), seguido de centrifugacao
(500 g) por 5 minutos. Posteriormente, 0s sobrenadantes eram aspirados, os pellets
eram ressuspensos em 5 mL de solu¢gdo HBSS e novamente eram centrifugados por
5 minutos. Os sobrenadantes eram desprezados e os pellets eram utilizados para os
protocolos experimentais descritos posteriormente.

Para se tornarem estéreis, as solucdes utilizadas nos experimentos celulares
eram filtradas em membranas de filtro 0,22 um (Milipore), seguida da adicdo de
penicilina/estreptomicina (1%). As solucdes finais eram acondicionadas em garrafas
estéreis de 100 mL e mantidas a 0 °C e descongeladas em banho aquecido a 37 °C.
Todos esses procedimentos eram realizados em ambiente asséptico com a

utilizacado de uma capela de fluxo laminar.

4.2.2.6.2 Efeito do RL-OE sobre a viabilidade celular de mi6citos da camada

longitudinal do ileo de cobaia

Os pellets eram homogeneizados em 5 mL do meio de cultura DMEM e uma
aliquota de 10 pL da suspenséao de células era levada a uma camera de Neubauer
para a contagem das células. Essa suspensédo de células era diluida para que
100 pL dessa suspenséo tivesse aproximadamente 5 x 10° células/mL. Em seguida,
a suspensao de células era semeada (100 pL) em microplacas estéreis de 96 pocos
(Corning® Flask, NY, EUA) e estas eram levadas em estufa de CO, por 24 horas
para adesédo das células.

Apos o periodo de aderéncia das células o meio de cultura de cada poco era
desprezado, em seguida eram adicionados 100 pL de solucdo do RL-OE na
concentracdo de 81 pg/mL, diluidos em meio de cultura DMEM. Apéds a incubacédo

por 2 horas, a 37 °C em estufa de CO,, adicionava-se 10 pL de MTT ([brometo de
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(3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio]) na concentracéo de 5 mg/mL em cada
poco e esperava-se 6 horas em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO..

O MTT é um corante amarelo, que € reduzido por células que mantém a
integridade mitocondrial para um composto azul (formazan), insolivel em solucéo
aquosa. Apenas as células viaveis reduzem o MTT (amarelo) para o formazan (azul),
portanto a quantidade de formazan produzido é proporcional ao niumero de células
viaveis (MOSMANN, 1983; DENIZOT; LANG, 1986). Apos o periodo de incubacéo
de 6 horas, a microplaca de 96 pocos era centrifugada, o sobrenadante era
desprezado e ressuspenso em 100 pL de dimetilsufoxido (DMSO), e deixado por um
periodo de 30 minutos, a 37 °C em estufa de CO,, para solubilizar o formazan
produzido. Em seguida, a microplaca era levada ao FlexStation 3 e lida no
comprimento de onda de 540 nm. A intensidade de absorbancia dos pocos da
microplaca correlaciona-se ao numero de células viaveis. O controle foi determinado
apenas com o meio de cultura DMEM, sem a incubacdo dos Oleos essenciais,
apresentando 75,2 £ 1,3% de células viaveis. Todos os experimentos foram feitos

em triplicata.

4.2.2.6.3 Avaliacéo do efeito do RL-OE sobre a concentragéo citosélica de Ca**
([Ca?*']c) em miécitos da camada longitudinal de ileo de cobaia

Os pellets eram homogeneizados em 5 mL do meio de cultura DMEM e uma
aliquota de 10 pL da suspenséo de células era levada a uma camera de Neubauer
para a contagem das células. Essa suspensdo de células era diluida para que
100 pL dessa suspensdo tivesse aproximadamente 10* células/mL. Em seguida, a
suspensao de células era semeada (100 pL) em microplacas pretas estéreis de
96 pocos (Corning® Flask, NY, USA), deixadas em estufa a 37 °C e atmosfera de 5%
de CO; por 24 horas para adeséao das células.

Apbés o periodo de aderéncia das células, o meio de cultura de cada poco
era desprezado e adicionados 50 pL de solugcéo de Fluo-4 NW e deixados em
repouso por 40 minutos em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO,, para a
incorporacao do fluoréforo. O Fluo-4 é um indicador de calcio de alta afinidade
(Kg~ 345 nM) que fluoresce quando excitado a 488 nm e, mesmo em baixas
concentracdes, tem quase o dobro da fluorescéncia de outros corantes, o que é

valioso em baixa densidade celular (PAREDES et al., 2008). Apés a incorporacao do
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fluoréforo, a microplaca era levada ao FlexStation 3 para a quantificagcdo da
fluorescéncia. O Fluo-4 era excitado a 490 nm, e a emissdo da luz era detectada a
524 nm, com um filtro de 515 nm. Os registros eram obtidos sem interrup¢cao por
240 segundos. As células eram estimuladas com 10°M de histamina (controle) e
subsequente administracdo de 81 pg/mL de RL-OE, de 1 puM de verapamil, um
bloqueador dos Cay-L (STANEVA-STOYTCHEVA; VENKOVA, 1992), ou de HBSS
(veiculo) em diferentes pocos da microplaca.

As porcentagens de intensidade de fluorescéncia foram calculadas utilizando
como parametro a diferenca entre as intensidades de fluorescéncias nos tempos de
20 s (tempo de aplicagdo da histamina) e 110 s (tempo da administragdo das
substancias teste (controle = 100%)) e nos tempo de 20 s e 240 s (tempo final de

observacéo).

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados obtidos foram expressos como média + e.p.m. e
analisados estatisticamente empregando-se o teste t (ndo-pareado) ou analise de
variancia (ANOVA) one-way seguido do poés-teste de Bonferroni e as diferencas
entre as médias foram consideradas significantes quando os valores de p < 0,05.

Como parametro de eficacia foi utilizado o efeito maximo (Emax) € como
parametro de poténcia foram utilizados as CEsy ou Clsg. Os valores de CEsg € Clsg
(NEUBIG et al.,, 2003) foram calculados por regressdo nao linear para todos os

experimentos realizados, usando a seguinte equacéao:

(Top — Bottom)
1+ 10(LogCE50 —X). HillSlope

Y = Bottom +

Onde:

Y = resposta da substancia testada em porcentagem.

X = Logaritmo na base 10 da concentracdo do agonista.

Bottom = menor efeito assumido para “Y”.

Top = maior efeito assumido para “Y”.

LogCEsp = logaritmo na base 10 da concentragcdo da substancia teste que

produz 50% do seu efeito maximo.
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HillSlope = valor da constante de Hill.
Todos os resultados foram analisados com auxilio do programa GraphPad
Prism® versdo 5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, EUA).
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i

5.1 Triagem farmacoldgica preliminar

5.1.1 Efeito dos 6leos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE sobre as contracfes

ténicas induzidas por fenilefrina em aorta de rato

O XL-OE (243 e 729 pg/mL) foi equieficaz em relaxar os anéis de aorta
pré-contraidos com 3 x 107 M de fenilefrina na presenca (9,9 +2,4 e 31,7 + 6,1%,
respectivamente, n =3) e na auséncia (4,8 +1,0 e 37,0 £ 2,0%, respectivamente,
n = 3) de endotélio funcional (Figura 15 e Tabela 1).

O XF-OE (9-729 pg/mL, n = 5) relaxou de maneira significante e dependente
de concentracdo os anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina na presenca de
endolétio funcional (CEsp= 266,0 + 32,2 pg/mL, n=5, Figura 16A, Grafico 1 e
Tabela 2), com Enax de 96,8 £1,9% (Tabela 1), ja na auséncia de endotélio, o
XF-OE relaxou os anéis aorticos pré-contraidos com fenilefrina apenas nas
concentracbes de 243 e 729 pg/mL (6,7 +4,4 e 58,9 + 13,2%, respectivamente,
n = 3, Figura 16B e Tabela 1).

O RL-OE (9-729 ug/mL) relaxou de maneira significante, dependente de
concentracao e equipotente os anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina tanto na
presenca (CEsp = 95,5 + 14,4 pg/mL, n=>5) como na auséncia
(CE5p=108,1 + 21,9 pg/mL, n =5) de endotélio funcional (Figura 17, Gréfico 2 e
Tabela 2), com Ennax de 95,6 £ 1,8 e 100%, respectivamente (Tabela 1).

Comparando os valores de CEsy dos 6leos essenciais XF-OE e RL-OE na
presenca de endotélio funcional, observou-se que RL-OE foi cerca de 3 vezes mais
potente que XF-OE (Tabela 2).
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Figura 15 — Registros tipicos do efeito relaxante do XL-OE em anéis de aorta de rato
pré-contraidos com 3 x 107 M de fenilefrina na presenca (A) e na auséncia (B) de endotélio
funcional.

XL-OE /mL
A ACh [ ] ug/m
105 M 243 729
1 } |
L
L
1l
t ¢ 15 min
FEN FEN
3x107"M 3x10" M
B ACh [ XL-OE] ugImL
106 M L 243
Lo ) 729

|

1 1 15 min
FEN FEN
3x107 M 3x 107 M

FEN = fenilefrina, ACh = acetilcolina, L = lavagem.

Fonte: Autor, 2013.
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Figura 16 — Registros tipicos do efeito relaxante do XF-OE em anéis de aorta de rato
pré-contraidos com 3 x 107 M de fenilefrina na presenca (A) e na auséncia (B) de endotélio
funcional.

A [ XF-OE] pg/mL
ACh
27
-6 9
1OlM X 8l1 243 729

L
/ 15 min
FEN FEN
3x10" M 3x10°" M
B [ XF-OE] pg/mL
ACh
10 M L 243 729
Vol | }
ﬂ(\‘ r\&
t )/ / 15 min
FEN !
FEN
3x107 M 3x107 M

FEN = fenilefrina, ACh = acetilcolina, L = lavagem.

Fonte: Autor, 2013.
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Gréfico 1 — Efeito relaxante do XF-OE em anéis de aorta de rato pré-contraidos com
3 x 10”7 M de fenilefrina na presenca (*) de endotélio funcional.
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log [XF-OE] pg/mL

Os simbolos e as barras verticais representam a média e o0 e.p.m., respectivamente, n = 5.

Fonte: Autor, 2013.
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Figura 17 — Registros tipicos do efeito relaxante do RL-OE em anéis de aorta de rato
pré-contraidos com 3 x 107 M de fenilefrina na presenca (A) e na auséncia (B) de endotélio
funcional.

A ACh [ RL-OE] pg/mL
106 M 81
. 9 217 | 243

L i

FEN
3x10" M

B ACh [ RL-OE] pg/mL

106 M L 9 27 81

{ Voo |
243

r /"=
FEN FEN
3x107' M 3x 107 M

FEN = fenilefrina, ACh = acetilcolina, L = lavagem.

Fonte: Autor, 2013.
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Grafico 2 — Efeito relaxante do RL-OE em anéis de aorta de rato pré-contraidos com
3 x 10”7 M de fenilefrina na presenca (V) e na auséncia (¥) de endotélio funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o0 e.p.m., respectivamente, n = 5.

Fonte: Autor, 2013.
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Tabela 1 — Valores de Enax (%) dos 6leos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE sobre as
contracdes tonicas induzidas por 3 x 10”7 M de fenilefrina em anéis de aorta de rato.

Oleo essencial Emax (%)
[OE] pg/mL E+ (n) [OE] pg/mL E- (n)
XL-OE 729 31,7+6,1(3) 729 37,0+ 2,0 (3)
XF-OE 729 96,8 + 1,9 (5)*° 729 58,9 + 13,2 (3)
RL-OE 729 95,6 + 1,8 (5)° 729 100 (5)%¢f

Teste t; p < 0,01 [XF-OE (E+) vs. XF-OE (E-)]; °p < 0,001 [XF-OE (E+) vs. XL-OE (E+)];
°p < 0,001 [RL-OE (E+) vs. XL-OE (E+)]; % < 0,05 [RL-OE (E-) vs. RL-OE (E+)];
®0 < 0,01 [RL-OE (E-) vs. XF-OE (E-)]; 'p<0,001[RL-OE (E-) vs. XL-OE (E-):
OE = dleo essencial; E+ = presenca de endotélio; E- = auséncia de endotélio; n = n° de
experimentos (animais).

Fonte: Autor, 2013.

Tabela 2 — Valores de CEsx (Hg/mL) dos 6leos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE sobre as
contragdes tonicas induzidas por 3 x 107 M de fenilefrina em anéis de aorta de rato.

i . CEso (ng/mL)
Oleo essencial

E+ (n) E- (n)
XL-OE Nd Nd
XF-OE 266,0 + 32,2 (5) Nd
RL-OE 95,5 + 14,4** (5) 108,1 + 21,9 (5)

Teste t; **p < 0,01 [XF-OE (E+) vs. RL-OE (E+)]. E+ = presenca de endotélio; E- = auséncia
de endotélio; Nd = ndo determinado, n = n°® de experimentos (animais).

Fonte: Autor, 2013.
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5.1.2 Efeito dos 6leos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE sobre as contracdes
tonicas induzidas por carbacol em traqueia de cobaia

O XL-OE (243 e 729 pug/mL) foi equieficaz em relaxar os anéis de traqueia
pré-contraidos com 10°® M de CCh na presenca (24,9+9,8 e 32,8 +6,7%,
respectivamente, n =3) e na auséncia (2,4 +1,7 e 15,3 £ 2,5%, respectivamente,
n = 3) de epitélio funcional (Figura 18 e Tabela 3).

O XF-OE (243 e 729 pg/mL) foi equieficaz em relaxar os anéis de traqueia
pré-contraidos com CCh na presenca (37,4 +7,4 e 30,8 £ 1,6%, respectivamente,
n=3) e na auséncia (11,9 + 2,1 e 33,6 + 3,9%, respectivamente, n = 3) de epitélio
funcional (Figura 19 e Tabela 3).

O RL-OE (0,1-729 pug/mL) relaxou de maneira significante, dependente de
concentracdo, equieficaz e equipotente os anéis de tragueia pré-contraidos com
CCh tanto na presenca (CEsp=125,7 +27,2 ug/mL, n=5) como na auséncia
(CEsp=101,7 £ 22,6 pg/mL, n=5) de epitélio funcional (Figura 20, Grafico 3 e
Tabela 4) e atingindo 0 Emax de 97,8 + 2,2 e 100%, respectivamente (Tabela 3).
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Figura 18 — Registros tipicos do efeito relaxante do XL-OE em anéis de traqueia de cobaia
pré-contraidos com 10° M de carbacol na presenca (A) e na auséncia (B) de epitélio
funcional.
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1
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CCh = carbacol, AA = acido araquidénico, L = lavagem.

Fonte: Autor, 2013.
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Figura 19 — Registros tipicos do efeito relaxante do XF-OE em anéis de traqueia de cobaia
pré-contraidos com 10° M de carbacol na presenca (A) e na auséncia (B) de epitélio
funcional.
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CCh = carbacol, AA = acido araquidénico, L = lavagem.

Fonte: Autor, 2013.
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Figura 20 — Registros tipicos do efeito relaxante do RL-OE em anéis de traqueia de cobaia
pré-contraidos com 10° M de carbacol na presenca (A) e na auséncia (B) de epitélio
funcional.
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CCh = carbacol, AA = acido araquidénico, L = lavagem.

Fonte: Autor, 2013.
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Grafico 3 — Efeito relaxante do RL-OE em anéis de traqueia de cobaia pré-contraidos com
10° M de carbacol na presenca (o) e na auséncia () de epitélio funcional.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o0 e.p.m., respectivamente, n = 5.

Fonte: Autor, 2013.
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Tabela 3 — Valores de Enax (%) dos 6leos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE sobre as
contrages tonicas induzidas por 10° M de carbacol em anéis de traqueia de cobaia.

Oleo essencial Emax (%)
[OE] pg/mL E+ (n) [OE] pg/mL E- (n)
XL-OE 729 32,8 £6,7 (3) 729 15,3+ 2,5(3)
XF-OE 243 37,4+7,4(3) 729 33,6 + 3,9 (3)°
RL-OE 729 97,8+ 2,2 (5)*° 729 100 (5)*¢

Teste t; °p < 0,001 [RL-OE (E+) vs. XL-OE (E+)]; ® p < 0,001 [RL-OE (E+) vs. XF-OE (E+)];
‘¢ < 0,01 [XF-OE (E-) vs. XL-OE (E-)]; % < 0,001 [RL-OE (E-) vs. XL-OE (E-)];
°p < 0,001 [RL-OE (E-) vs. XF-OE (E-)]; OE = 6leo essencial; E+ = presenca de epitélio;
E- = auséncia de epitélio; n = n® de experimentos (animais).

Fonte: Autor, 2013.

Tabela 4 — Valores de CEs (ug/mL) dos 6leos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE sobre as
contracdes tonicas induzidas por 10°® M de carbacol em anéis de traqueia de cobaia.

CEso (ug/mL)

Oleo essencial E+ (n) E- (n)
XL-OE Nd Nd
XF-OE Nd Nd
RL-OE 125,7 + 27,2 (5) 101,7 + 22,6 (5)

E+ = presenca de epitélio; E- = auséncia de epitélio; Nd = ndo determinado; n = n° de
experimentos (animais).

Fonte: Autor, 2013.
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5.1.3 Efeito dos 6leos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE frente as contracfes

fasicas induzidas por ocitocina ou por carbacol em uUtero de rata

O XL-OE apresentou efeito tocolitico apenas na concentracdo de 729 ug/mL,
antagonizando de maneira significante e equieficaz as contra¢gdes fasicas induzidas
por 102Ul/mL de ocitocina (Emax=74,3+9,1%, n=3) e por 10°M de CCh
(Emax = 59,7 £ 8,5%, n = 3) (Grafico 4 e Tabela 5) em ltero de rata.

Os Oleos essenciais XF-OE (27-729 ug/mL) e RL-OE (3-249 pg/mL)
antagonizaram as contracdes fasicas induzidas por ocitocina e por CCh em utero de
rata (Grafico 5 e 6) de maneira significante, equieficazes e dependente de
concentragdo. Os valores de Enax para o XF-OE e o RL-OE foram de 97,2 + 1,3%
(n=5) e 100% (n =5), respectivamente, frente a ocitocina e 94,6 £ 3,0% (n=5) e
99,9 £ 0,1% (n = 5), respectivamente, frente ao CCh (Tabela 5) e os valores de Clsg
para o XF-OE e o RL-OE foram de 189,3+182 e de 20,6+ 3,3 pug/mL,
respectivamente, frente a ocitocina e 370,3 + 33,1 (n=3) e 87,1 £ 1,0 pug/mL (n =5),
respectivamente, frente ao CCh (Tabela 6).

Analisando os valores de Enax € Clsp entre os trés o6leos essenciais,
observou-se que o XL-OE foi 0 menos eficaz. Quanto aos valores de Clso dos 6leos
XF-OE e RL-OE, frente aos agonistas testados, observou-se que ambos os 6leos
essenciais apresentaram uma maior poténcia (aproximadamente 2 e 4 vezes,
respectivamente) em antagonizar as contracdes induzidas por ocitocina que por

CCh. O RL-OE foi o 6leo essencial mais potente para ambos 0s agonistas testados.
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Gréafico 4 — Efeito do XL-OE frente as contracfes fasicas induzidas por 102 Ul/mL de
ocitocina (A) e por 10 M de carbacol (B) em Gtero de rata.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 3.
ANOVA one-way seguido do p6s-teste de Bonferroni. ***p < 0,001 (controle vs. XL-OE).

Fonte: Autor, 2013.
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Gréafico 5 — Efeito do XF-OE frente as contracdes fasicas induzidas por 102 Ul/mL de
ocitocina (A) e por 10° M de carbacol (B) em Gtero de rata.
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As colunas e as barras verticais representam a média e 0 e.p.m., respectivamente, n =5 (A)

e n=3 (B). ANOVA one-way seguido do pés-teste de Bonferroni. *p < 0,05; ***p < 0,001
(controle vs. XF-OE).

Fonte: Autor, 2013.
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Gréafico 6 — Efeito do RL-OE frente as contracdes fasicas induzidas por 102 Ul/mL de

ocitocina (A) e por 10° M de carbacol (B) em Gtero 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 pos-teste de Bonferroni. ***p < 0,001 (controle vs. RL-OE).

Fonte: Autor, 2013.
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Tabela 5 — Valores de Enax (%) dos Oleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE frente as
contracdes fasicas induzidas por 102 Ul/mL de ocitocina e por 10° M de carbacol em Gtero
de rata.

< : Emax (%)

Oleo essencial ey /mL ocl (n) [OE] pg/mL cch (n)
XL-OE 729 74391 (3) 729 59,7 + 8,5 (3)
XF-OE 729 97,2+ 1,3 (5)° 729 94,6 + 3,0 (5)°
RL-OE 243 100 (5)° 81 99,9 + 0,1 (5)°

Teste t; ?p < 0,01 [XF-OE (OCI) vs. XL-OE (OCI)]; °p < 0,01 [RL-OE (OCI) vs. XL-OE (OCI)];
°p < 0,001 [XF-OE (CCh) vs. XL-OE (CCh)]; % < 0,001 [RL-OE (CCh) vs. XL-OE (CCh)];
OE = 6leo essencial; n = n°® de experimentos (animais).

Fonte: Autor, 2013.

Tabela 6 — Valores de Clso (ug/mL) dos 6leos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE frente as
contracdes fasicas induzidas por 102 Ul/mL de ocitocina e por 10° M de carbacol em Gtero
de rata.

Clso (Mg/mL)

Oleo essencial OClI (n) CCh (n)
XL-OE Nd Nd
XF-OE 189,3 + 18,2%(5) 370,3 + 33,1°° (5)
RL-OE 20,6 + 3,3* (5) 87,1+ 1,0° (5)

Teste t; °p < 0,001 [XF-OE (OCI) vs. RL-OE (OCI)]; °p < 0,001 [XF-OE (CCh) vs. RL-OE
(CCh)]; °p < 0,001 [XF-OE (OCI) vs. XF-OE (CCh)]; % < 0,001 [RL-OE (OCI) vs. RL-OE
(CCh)]; Nd = n&o determinado; n = n° de experimentos (animais).

Fonte: Autor, 2013.
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5.1.4 Efeito dos 6leos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE frente as contracfes
fasicas induzidas por carbacol ou por histamina em ileo de cobaia

Todos o0s Oleos essenciais, o XL-OE (27-729 pg/mL), o XF-OE
(3-729 yg/mL) e o RL-OE (0,3-243 pg/mL), antagonizaram as contracdes fasicas
induzidas por 10° M de carbacol e de histamina em ileo de cobaia (Graficos 7, 8 e 9,
n =5) de maneira significante e dependente de concentragdo. Os valores de Enax
foram 95,1+28; 97,2+1,3 e 100%, respectivamente, frente ao carbacol e
99,0+0,4;94,6 £ 3,0 e 99,9 £ 0,1%, respectivamente, frente a histamina (Tabela 7)
e os valores de Clsy foram 83,3+156; 740+£8,1 e 49,451 ug/mL,
respectivamente, frente ao carbacol e 81,8+ 11,2;38,1+2,6 e 3,1+0,4 ug/mL,
respectivamente, frente a histamina (Tabela 8).

Analisando os valores de Enax € Clso dos trés 0leos essenciais, observou-se
que foram equieficazes em antagonizar as contracdes induzidas pelos dois
agonistas testados. Quanto ao parametro de poténcia, o XL-OE foi equipotente em
antagonizar as contra¢des induzidas pelos dois agonistas testados. Por outro lado, o
XF-OE e o RL-OE apresentaram maior poténcia em antagonizar as contracfes
induzidas por histamina quando comparadas com carbacol, em aproximadamente 2
vezes e 16 vezes, respectivamente. Quando os trés Oleos essenciais foram
comparados em relacdo as contracdes induzidas por carbacol se mostraram
equipotentes. No entanto, em relacdo as contracdes induzidas por histamina, o
RL-OE foi 0 mais potente, aproximadamente 26 vezes quando comparado ao XL-OE
e 12 vezes quando comparado ao XF-OE.
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Gréfico 7 — Efeito do XL-OE frente as contracées fasicas induzidas por 10° M de carbacol
(A) e de histamina (B) em ileo de cobaia.
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As colunas e as barras verticais representam a média e 0 e.p.m., respectivamente, n = 5.
ANOVA one-way seguido do pos-teste de Bonferroni. ***p < 0,001 (controle vs. XL-OE).

Fonte: Autor, 2013.
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Gréfico 8 — Efeito do XF-OE frente as contracdes fasicas induzidas por 10° M de carbacol
(A) e de histamina (B) em ileo de cobaia.
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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 pos-teste de Bonferroni. *p < 0,05 e ***p < 0,001 (controle vs.
XF-OE).

Fonte: Autor, 2013.
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Gréfico 9 — Efeito do RL-OE frente as contracdes fasicas induzidas por 10° M de carbacol
(A) e de histamina (B) em ileo de cobaia.
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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 pos-teste de Bonferroni. **p < 0,01; ***p < 0,001 (controle vs.
RL-OE).

Fonte: Autor, 2013.
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Tabela 7 — Valores de Enax (%) dos Oleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE frente as
contragdes fasicas induzidas por 10° M de carbacol e de histamina em ileo de cobaia.

Oleo essencial Emax (%) : .
[OE] pg/mL CCh (n) [OE] pg/mL Histamina (n)
XL-OE 729 95,1+2,8(5) 729 99,0+ 0,4 (5)
XF-OE 729 97,2+ 1,3(5) 729 94,6 £ 3,0 (5)
RL-OE 243 100 (5) 27 99,9+0,1 (5

OE = 6leo essencial; n = n° de experimentos (animais).

Fonte: Autor, 2013.

Tabela 8 — Valores de Cls, (ug/mL) dos 6leos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE frente as
contragdes fasicas induzidas por 10°® M de carbacol e de histamina em ileo de cobaia.

Clso (Mg/mL)

Oleo essencial CCh (n) Histamina (n)
XL-OE 83,3+ 15,6 (5) 81,8 + 11,2°9(5)
XF-OE 74,0 + 8,1%(5) 38,0 + 2,4*% (5)
RL-OE 49,4 + 5,1°°(5) 3,1 + 0,4°%(5)

Teste t;  p < 0,001 [XF-OE (CCh) vs. XF-OE (histamina)]; ® p < 0,001 [RL-OE (CCh) vs.
RL-OE (histamina)]; °p < 0,01 [XL-OE (histamina) vs. XF-OE (histamina)]; °p < 0,001
[XL-OE (histamina) vs. RL-OE (histamina)]; ®p < 0,001 [XF-OE (histamina) vs. RL-OE
(histamina)]; CCh = carbacol; n = n° de experimentos (animais).

Fonte: Autor, 2013.
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5.2 Investigacdo do mecanismo de acao do RL-OE em ileo de cobaia

5.2.1 Caracterizacdo do bloqueio da contracao induzida por histamina

O RL-OE (9, 27 e 81 pg/mL, n=25) inibiu de maneira significante e
dependente de concentracdo as contracdes induzidas por histamina (Grafico 10). As
curvas cumulativas a histamina foram desviadas para a direita de forma nao paralela
e com reducdo do Enax de 100% (controle) para 96,2 + 2,6; 48,7 + 2,8 e 6,8 + 2,3%,
respectivamente (Gréafico 10 e Tabela 9). Os valores de CEs da histamina passaram
de 25+02x10'M (controle) para 7,9+18 e 69+34x10°M, nas

concentracdes de 9 e 27 ug/mL, respectivamente (Tabela 9).
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Gréfico 10 - Curvas concentracfes-resposta cumulativas a histamina na auséncia

(controle) (e) e na presenca de RL-OE nas concentragcfes de 9 (o); 27 (®) e 81 (o) pg/mL
em ileo de cobaia.

100- Wé
75+
S
o
zg *k%k
g 507 i
c
O
O
25+
. ***
(B == 7 I:|
I T T T T 1
-9 -8 7 -6 5 -4

log [histamina] M

Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.
ANOVA one-way seguido do p6s-teste de Bonferroni, ***p < 0,001 (controle vs. RL-OE).

Fonte: Autor, 2013.

Tabela 9 — Valores de En.x (%) e de CEs (M) da histamina na auséncia (controle) e na
presenca do RL-OE em ileo de cobaia (n = 5).

RL-OE (ug/mL) Emax (%0) CEso (M)
Controle 100 25+0,2x10"
9 96,2+ 2,6 79+18x107*
27 48,7 + 2,8 *** 6,9+34x107
81 6,8 + 2,3 **x Nd

Teste t; *p < 0,05 e ***p < 0,001 (controle vs. RL-OE); Nd = ndo determinado.

Fonte: Autor, 2013.



105
Correia, A.C.C. Resultados

5.2.2 Efeito do RL-OE sobre as contragcfes tonicas induzidas por KCI, por
carbacol ou por histamina

O RL-OE (0,1-243 pg/mL, n=5) relaxou de maneira dependente de
concentracéo e significante o ileo de cobaia (Figura 21) pré-contraido por 40 mM de
KCI (CEsp= 10,1 + 1,1 pg/mL) e por 10° M de CCh (CEso= 11,6 + 2,1 pg/mL) ou de
histamina (CEso=6,6 + 0,3 pg/mL). Analisando os valores de CEsy pode ser
observado que o RL-OE foi 1,5 e 1,75 vezes mais potente em relaxar as contracdes
tbnicas induzidas por histamina quando comparadas ao KCl e ao CCh,
respectivamente (Tabela 10). Os valores de Enax (100%) do RL-OE foram atingidos
na concentracdo de 81 pg/mL para as contracdes induzidas por histamina e de

243 pg/mL para as contracdes induzidas por KCl ou CCh (Grafico 11 e Tabela 10).
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Figura 21 — Registros tipicos do efeito relaxante do RL-OE sobre as contracdes tbnicas
induzidas por 40 mM de KCI (A), 10° M de carbacol (B) e de histamina (C) em ileo de
cobaia.
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CCh = carbacol, Hist. = histamina e as setas para baixo representam as concentracdes
cumulativas de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27 e 81 pg/mL do RL-OE, respectivamente.

Fonte: Autor, 2013.



107

Correia, A.C.C. Resultados

Grafico 11 - Efeito do RL-OE sobre as contragfes tonicas induzidas por 40 mM de KCI (A),
10° M de CCh (A) e de histamina (o) em ileo de cobaia.

Relaxamento (%)
ul N
< T

\‘
T

100- A

-1 0 1 2 3
log [RL-OE] pg/mL

Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.

Fonte: Autor, 2013.

Tabela 10 — Valores de En . (%) e de CEg, (Mg/mL) do RL-OE sobre as contracdes tdnicas

induzidas por 40 mM de KCI, por 10° M de carbacol ou por 10° M histamina em ileo de
cobaia (n =5).

Agentes contrateis Emax (%) CEso (ug/mL)
KCI 100 10,1+1,1
CCh 100 11621
histamina 100 6,6 + 0,3*

Teste t; *p < 0,05 (histamina vs. KCI/CCh).

Fonte: Autor, 2013.
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5.2.3 Avaliacdo da participacdo dos canais de célcio dependentes de voltagem
(Cavy) no efeito relaxante do RL-OE

5.2.3.1 Efeito do RL-OE frente as contracdes induzidas por CaCl, em meio

despolarizante (KCl 70 mM) nominalmente sem Ca**

O RL-OE (3, 9, 27 e 81 pg/mL, n =5) inibiu de maneira dependente de
concentracdo e significante as contracées cumulativas induzidas pelo aumento na
concentragdo extracelular de CaCl, em meio despolarizante nominalmente sem
Ca?*. As curvas cumulativas ao CaCl, foram desviadas para direita de forma nao
paralela e com reducdo do Enax de 100% (controle) para 91,7 +4,4; 76,7 £7,3;
21,7+ 3,1 e 2,7 +1,8%, respectivamente (Grafico 12). Os valores de CEsy do CaCl,
passaram de 0,7+0,1x10° M (controle) para 2,2+0,3; 39+0,7 e
10,3 + 1,3 x 10 M, respectivamente (Tabela 11).
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Gréfico 12 — Curvas concentracdes-resposta cumulativas ao CaCl, em meio despolarizante

nominalmente sem Ca”* na auséncia (A) e na presenca do RL-OE nas concentracdes de
3(A),9(®),27 (©)e 81 (V) ug/mL, em ileo de cobaia.
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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 poés-teste de Bonferroni; *p < 0,05; ***p < 0,001 (controle vs.
RL-OE).

Fonte: Autor, 2013.

Tabela 11 — Valores de Enax (%) e de CEsq (M) do CaCl, na auséncia (controle) e na
presenca do RL-OE em ileo de cobaia.

RL-OE (ug/mL) Emax (%) CEso (M)

Controle 100 0,7+0,1x107°
3 91,7+ 4,4 2,2+0,3x103**
9 76,7 + 7,3* 3,0+ 0,7 x 1073+
27 21,7 + 3,1%** 10,3 + 1,3 x 1073**
81 2,7 +1,8%* Nd

Teste t; *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 (controle vs. RL-OE); Nd = ndo determinado.

Fonte: Autor, 2013.
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5.2.3.2 Efeito do RL-OE sobre as contracbes tonicas induzidas por
S-(-)-Bay K8644

A poténcia relaxante do RL-OE sobre o ileo de cobaia pré-contraido com
3x107M de S-(-)-Bay K8644 (CEsp=20,4 +4,2 pg/mL, n=5), um agonista dos
Cay, em meio parcialmente despolarizado com 15 mM de KCl, foi reduzida em cerca
de 2vezes quando comparado ao ileo pré-contraido por 40 mM de KCI
(CE5p=10,1 1,1 pg/mL, n =5) (Figura 22 e Grafico 13).
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Figura 22 — Registro tipico do efeito relaxante do RL-OE em ileo de cobaia pré-contraido
por 40 mM de KCI (A) e por 3x 107 M de S-(-)-Bay K8644 parcialmente despolarizado com
15 mM de KCI (B).
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A
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[ RL-OE] pg/mL

1

KCI S-(-)-Bay K8644
15 mM 3x107M

As setas para baixo representam a adicdo cumulativa do RL-OE nas concentracdes de 0,1;
0,3;1;3;9;27e 81 ug/mL (A) e 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27; 81; 243 e 729 png/mL (B).

Fonte: Autor, 2013.
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Grafico 13 — Efeito do RL-OE sobre as contrac¢des tdnicas induzidas por 40 mM de KCI (A)
e por 3x 107 M de S-(-)-Bay K8644 (#).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o0 e.p.m., respectivamente, n = 5.

Fonte: Autor, 2013.
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5.2.4 Avaliacéo do envolvimento dos canais de potassio no efeito relaxante do
RL-OE

5.2.4.1 Efeito do RL-OE sobre as contracfes tbnicas induzidas por histamina

na auséncia e na presenca de cloreto de césio (CsCl)

O RL-OE relaxou o fleo de cobaia pré-contraido por 10°M de histamina na
auséncia (0,1-81 pg/mL, n =5) e na presenca (0,1-243 pg/mL, n=5) de 5 mM de
CsClI, um bloqueador ndo seletivo dos canais de potassio (Figura 23). A poténcia
relaxante do RL-OE (CEsp =22,1 £ 4,8 ug/mL) foi reduzida em 3,4 vezes quando
comparada ao relaxamento produzido pelo RL-OE na auséncia de CsCl
(CEsp=6,6 = 0,3 ug/mL) (Gréfico 14 e Tabela 12).
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Figura 23 — Registros tipicos do efeito relaxante do RL-OE sobre as contracdes tbnicas
induzidas por 10°® M de histamina na auséncia (A) e na presenca (B) de 5 mM de CsCl em
ileo de cobaia.
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Hist. = histamina e as setas para baixo representam a adi¢cdo cumulativa do RL-OE nas
concentracdes de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27 e 81 pg/mL (A) e 0,1; 0,3; 1, 3; 9; 27; 81 e 243 pg/mL
(B).

Fonte: Autor, 2013.
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Gréfico 14 — Efeito do RL-OE sobre as contra¢des tdnicas induzidas por 10° M de histamina
na auséncia (o) e na presenca (@) de 5 mM de CsCl, em ileo de cobaia.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, (n = 5).

Fonte: Autor, 2013.
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5.2.4.2 Efeito do RL-OE sobre as contra¢des tdnicas induzidas por histamina
na presenca de glibenclamida, apamina, 4-aminopiridina (4-AP), tetraetilamonio
(TEA") ou iberiotoxina (IbTX)

O RL-OE (0,1-81 pg/mL) relaxou o ileo de cobaia pré-contraido por 10° M de
histamina de maneira significante e dependente de concentracdo tanto na auséncia
(controle) como na presenca (0,1-243 pg/mL) de diferentes bloqueadores seletivos
de canais de potassio incubados separadamente (Figuras 24-28).

Na presenca de 10™° M de glibenclamida (bloqueador seletivo dos Karp) e de
100 nM de apamina (bloqueador seletivo dos SKc,) as curvas de relaxamento néo
foram alteradas quando comparadas as curvas controle (Graficos 15A e B,
respectivamente), enquanto que, na presenca de 0,3 mM de 4-AP (bloqueador
seletivo dos Ky), 1 mM de TEA" (nessa concentragdo é um bloqueador seletivo dos
BKca) € 97 nM de IbTX (bloqueador seletivo dos BKc,) as curvas controle foram
desviadas para a direita de maneira significante (Graficos 15C, D e E,
respectivamente).

Além disso, observa-se que a poténcia relaxante do RL-OE
(CEsp=6,6 +0,3 ug/mL, n=5) ndo foi reduzida na presenca de 10°M de
glibenclamida (CEsp= 8,0+x1,1pg/mL, n=5) ou 100nM de apamina
(CE5p=6,9 0,5 ug/mL, n=25), enquanto que, na presenca de 0,3 mM de 4-AP
(CEso=13,9+ 0,9 pg/mL, n=5), 1 mM de TEA" (CEso= 13,0 + 1,9 pg/mL, n=5) ou
97 nM de IbTX (CEsp=19,0 £0,8 ug/mL, n =4) , a poténcia relaxante foi reduzida
cerca de 2 vezes na presenca de 4-AP e 1 mM de TEA" e cerca de 3 vezes na
presenca de IbTX (Tabela 12).
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Figura 24 — Registros tipicos do efeito relaxante do RL-OE sobre as contracdes tbnicas
induzidas por 10° M de histamina na auséncia (A) e na presenca (B) de 10° M de
glibenclamida em ileo de cobaia.
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Hist. = histamina e as setas para baixo representam a adigdo cumulativa do RL-OE nas
concentracdes de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27 e 81 pg/mL.

Fonte: Autor, 2013.
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Figura 25 — Registros tipicos do efeito relaxante do RL-OE sobre as contracdes tbnicas
induzidas por 10°® M de histamina na auséncia (A) e na presenca (B) de 100 nM de apamina
em ileo de cobaia.
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Hist. = histamina e as setas para baixo representam a adigcdo cumulativa do RL-OE nas
concentracdes de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27 e 81 pg/mL.

Fonte: Autor, 2013.
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Figura 26 — Registros tipicos do efeito relaxante do RL-OE sobre as contracdes tbnicas
induzidas por 10° M de histamina na auséncia (A) e na presenca (B) de 0,3 mM de
4-aminopiridina em ileo de cobaia.
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Hist. = histamina, 4-AP = 4-aminopiridina, as setas para baixo representam a adicdo
cumulativa do RL-OE nas concentracdes de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27 e 81 pg/mL (A) e 0,1; 0,3; 1;
3;9; 27; 81 e 243 yg/mL (B)

Fonte: Autor, 2013.
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Figura 27 — Registros tipicos do efeito relaxante do RL-OE sobre as contracdes tbnicas
induzidas por 10° M de histamina na auséncia (A) e na presenca (B) de 1 mM de
tetraetilamonio em ileo de cobaia.
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Hist. = histamina, TEA" = ion tetraetilamonio, as setas para baixo representam a adicéo
cumulativa do RL-OE nas concentracdes de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27 e 81 pg/mL (A) e 0,1; 0,3; 1;
3;9; 27; 81 e 243 yg/mL (B)

Fonte: Autor, 2013.
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Figura 28 — Registros tipicos do efeito relaxante do RL-OE sobre as contracdes tbnicas
induzidas por 10° M de histamina na auséncia (A) e na presenca (B) de 97 nM de
iberiotoxina em ileo de cobaia.
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Hist. = histamina, IbTX = iberiotoxina, as setas para baixo representam a adicdo cumulativa
do RL-OE nas concentracdes de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27 e 81 ug/mL (A) e 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27; 81
e 243 pg/mL (B)

Fonte: Autor, 2013.
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Gréfico 15 — Efeito do RL-OE sobre as contracdes tdnicas induzidas por 10° M de histamina
na auséncia (0) e na presenca de 10° M de glibenclamida (e, A), de 100 nM apamina
(®, B), de 0,3 mM de 4-aminopiridina (A, C), 1 mM de tetraetilamonio (m, D) e 97 nM de
iberiotoxina (¥, E) em ileo de cobaia.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5
(A,B,CeD)en=4(E).

Fonte: Autor, 2013.
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5.2.4.3 Efeito do RL-OE sobre as contragdes tonicas induzidas por histamina
na presenca simultanea de tetraetilamonio (TEA®) e 4-aminopiridina (4-AP)

A poténcia relaxante do RL-OE sobre o ileo de cobaia pré-contraido por
10°M de histamina (CEsp = 6,6 + 0,3 pg/mL, n =5) foi reduzida em cerca de 3,7
vezes quando comparada ao relaxamento produzido pelo RL-OE na presenca
simultanea dos bloqueadores TEA® e 4-AP (CEso= 24,1 + 3,9 pg/mL, n = 5) (Figura
29 e Gréfico 16).

Além disso, na presenca do blogueio simultaneo (TEA™ + 4-AP) a poténcia
do RL-OE foi similar a observada na presenca de 5mM de CsCl
(CEsp= 22,1 + 4,8 pg/mL) (Gréfico 16 e Tabela 12).
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Figura 29 — Registros tipicos do efeito relaxante do RL-OE sobre as contracdes tbnicas
induzidas por 10° M de histamina na auséncia (A) e na presenca (B) simultanea de 1 mM
de tetraetilaménio e 0,3 mM de 4-aminopiridina em ileo de cobaia.
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Hist. = histamina, TEA" = ion tetraetilaménio, 4-AP = 4-aminopiridina, as setas para baixo
representam a adicdo cumulativa do RL-OE nas concentracbes de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27 e
81 pg/mL (A) e 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27; 81 e 243 pg/mL (B).

Fonte: Autor, 2013.
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Gréafico 16 — Efeito do RL-OE sobre as contracbes tonicas induzidas por 10°M de
histamina na auséncia (o) e na presenca simultanea de 1 mM de tetraetilaménio e 0,3 mM
de 4-aminopiridina (@) e de 5 mM de CsCl (@), em ileo de cobaia.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o0 e.p.m., respectivamente, (n = 5).

Fonte: Autor, 2013.

Tabela 12 — Valores de En o (%) e de CEsy (Mg/mL) do RL-OE na auséncia (controle) e na
presenca de blogueadores de canais de K*em ileo de cobaia.

RL-OE (ug/mL) Emax (%0) CEso (Mg/mL)
Controle 100 6,6 +0,3
CsCl 100 22,1 + 4,8*
glibenclamida 100 80+1,1
apamina 100 6,9+0,5
4-AP 100 13,9 + 0,9%***
TEA* 100 13,0 + 1,9**
IbTX 100 19,0 + 0,8***
TEA® + 4-AP 100 24,1+ 39"

4-AP = 4-aminopiridina, TEA" = ion tetraetilamonio, IbTX = iberiotoxina. Teste t, *p < 0,05;
**n < 0,01 e **p< 0,001 (controle vs. presenca de bloqueadores individuais); "p < 0,01
(blogueio simultaneo vs. presenca de blogueadores individuais).

Fonte: Autor, 2013.
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5.2.4.4 Efeito do RL-OE sobre as contra¢des tdnicas induzidas por histamina
na presenca de 16 mM de KCI

A poténcia relaxante do RL-OE sobre o ileo de cobaia pré-contraido por
10°M de histamina (CEsp = 6,6 + 0,3 ug/mL, n =5) foi reduzida em cerca de 2,6
vezes quando comparada ao relaxamento produzido pelo RL-OE na presenca de
16 mM de KCI, aplicado 2 minutos apds a exposicéo do fleo a 10°M de histamina
(CEsp= 17,0 = 2,6 pg/mL, n = 5) (Figura 30 e Grafico 17).

Além disso, na presenca de 16 mM de KCI a poténcia do RL-OE foi similar a
observada na presenca de 5 mM de CsCI (CEsp = 22,1 + 4,8 pg/mL) (Gréfico 17).
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Figura 30 — Registros tipicos do efeito relaxante do RL-OE sobre as contracdes tbnicas
induzidas por 10°® M de histamina na auséncia (A) e na presenca (B) de 16 mM de KCl em
ileo de cobaia.
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Hist. = histamina e as setas para baixo representam a adicdo cumulativa do RL-OE nas
concentracdes de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27 e 81 pg/mL (A) e 0,1; 0,3; 1, 3; 9; 27; 81 e 243 pg/mL
(B).

Fonte: Autor, 2013.
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Grafico 17 — Efeito do RL-OE sobre as contracbes tonicas induzidas por 10°M de

histamina na auséncia (o) e na presenca de 16 mM de KCI (A) e de 5 mM de CsCl (@), em
ileo de cobaia.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, (n = 5).

Fonte: Autor, 2013.



129
Correia, A.C.C. Resultados

5.2.5 Avaliacdo da participacdo da via de sinalizacdo das PDEs/nucleotidios

ciclicos

5.2.5.1 Efeito do RL-OE sobre as contracfes ténicas induzidas por histamina

na presenca de aminofilina

A poténcia relaxante do RL-OE sobre o ileo isolado de cobaia pré-contraido
com 10° M de histamina (CEs = 6,6 + 0,3 pg/mL, n = 5) n&o foi alterada na presenca
10* M de aminofilina, um inibidor ndo seletivo das fosfodiesterases (PDES)
(CEso= 6,5+ 0,9 pg/mL) (Figura 31 e Grafico 18).
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Figura 31 — Registros tipicos do efeito relaxante do RL-OE sobre as contracdes tbnicas
induzidas por 10° M de histamina na auséncia (A) e na presenca (B) de 10* M de
aminofilina em ileo de cobaia.
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Hist. = histamina e as setas para baixo representam a adicdo cumulativa do RL-OE nas
concentracdes de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27 e 81 pg/mL (A) e 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27 e
81 pg/mL (B).

Fonte: Autor, 2013.
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Gréafico 18 — Efeito do RL-OE sobre as contragdes tonicas induzidas por 10°M de
histamina na auséncia (o) e na presenca (m) de 10* M de aminofilina, em ileo de cobaia.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o0 e.p.m., respectivamente, (n = 5).

Fonte: Autor, 2013.
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5.2.6 Efeito do RL-OE sobre os midcitos da camada longitudinal do ileo de

cobaia

5.2.6.1 Efeito do RL-OE sobre a viabilidade celular de mio6citos da camada

longitudinal do ileo de cobaia

A exposicdo do RL-OE (81 pg/mL), no periodo de 2 horas, tempo aproximado
de contato entre o 6rgdo e o RL-OE nos experimentos funcionais, ndo induziu morte
celular dos midcitos da camada longitudinal de ileo isolado de cobaia (Gréafico 19,
n=3).

Grafico 19 — Efeito do RL—OE (81 pg/mL) sobre a viabilidade celular dos midcitos da

camada longitudinal de ileo isolado de cobaia, no periodo de 2 horas.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, (n = 3).

Fonte: Autor, 2013.



133
Correia, A.C.C. Resultados

5.2.6.2 Avaliacéo do efeito do RL-OE sobre a concentragéo citosélica de Ca®*

([Ca*']c) em miécitos da camada longitudinal de ileo de cobaia

A Figura 32 mostra a intensidade de fluorescéncia do Ca** citosolico
marcado com fluo-4 em miécitos da camada longitudinal de ileo de cobaia na
auséncia (Figuras 32A e 32D) e na presenca do RL-OE (Figura 32B) ou do
verapamil (Figura 32C). O controle de fluorescéncia foi obtido através da
estimulacdo das células com 10°M de histamina. Apés o periodo de 20 s de
exposi¢do das células a histamina o pico de fluorescéncia foi obtido, mantendo-se
elevada durante todo o tempo de duracdo da estimulacéo (220 s) (Figura 32A). Apos
a estimulacdo do aumento da fluorescéncia induzida por 10°M de histamina
(100% de fluorescéncia), no periodo de 110 s o RL-OE (81 pg/mL) foi adicionado e
observou-se a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia, mantendo essa reducéo
durante todo o tempo de observacado, até o periodo de 240 s quando a reducédo da
intensidade de fluorescéncia foi de 32,7 £ 7,3%, indicando assim uma diminui¢ao
significante na [Ca®"]. em midcitos da camada longitudinal de ileo de cobaia (Figura
32B e Grafico 20). Resultados semelhantes foram observados apés a exposi¢cdo das
células ao verapamil (1uM), um bloqueador dos Cay-L (34,5 + 5,9%) (Figura 32C e
Grafico 20), ndo havendo diferenca significante entre os valores de porcentagem de
intensidade de fluorescéncia na presenca do RL-OE e do verapamil (Gréafico 20). O
declinio de fluorescéncia observado durante os primeiros 20 s de exposicdo das
células ao 6leo ou ao verapamil é um artefato, visto que na presenca do HBSS
(veiculo, Figura 32D) o mesmo perfil de queda da fluorescéncia foi observado,

porém apos esse tempo a fluorescéncia se manteve.
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Figura 32 — Registros representativos do controle (A), do efeito de 81 ug/mL do RL-OE (B),
de 1 pM de verapamil (C) e do veiculo (D) sobre o sinal de célcio em células musculares
lisas da camada longitudinal de fleo de cobaia estimuladas com 10°M de histamina e
carregadas com fluo-4.
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Grafico 20 — Efeito de 81 pg/mL do RL-OE e de 1 uM de verapamil (controle positivo) sobre

a fluorescéncia induzida por 10° M de histamina (controle negativo) em midcitos da camada
longitudinal de ileo de cobaia.

? 125_
S
@
S 100 T
@
(@]
&
L 75-
(@]
3
3 50 8lpug/mL 1pM
o Fxk Fhk
©
5
2 25-
C
g
E
T T T T
N
Q R
< < &L
110's 240 s

As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, (n = 3).
Test t; **p < 0,001 (controle vs. RL-OE ou verapamil).

Fonte: Autor, 2013.
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Neste trabalho investigou-se o efeito espasmolitico dos 6leos essenciais das
folnas das espécies de Annonaceae: Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. & Tul.
(XL-OE), Xylopia frutescens Aubl. (XF-OE) e Rollinia leptopetala R. E. Fries (RL-OE),
em modelos de musculatura lisa (vascular, respiratéria, uterina e intestinal). E foi
demonstrado que esses Oleos essenciais apresentaram uma maior eficicia e
poténcia espasmolitica em ileo de cobaia. O resultado mais relevante deste estudo
foi a caracterizacéo, pelo menos em parte, do mecanismo de ag¢do espasmolitica do
RL-OE em ileo de cobaia, que envolve bloqueio do influxo de Ca®*, via Cay-L, além
da ativacdo/modulacéo positiva dos canais BKc, € Ky, 0 que levaria a reducéo da
[Ca®*]. e consequente relaxamento desse 6rgéo.

Recentemente, um crescente interesse ha composi¢cao quimica dos 0leos
essenciais de plantas e os seus efeitos sobre o musculo liso tem surgido,
procurando-se substancias ou produtos biologicamente promissores (ASEKUN;
GRIERSON; AFOLAYAN, 2007, SADRAEI; GHANNADI; MALEKSHAHI, 2003,
MAGALHAES et al., 2004, SILVA et al., 2010).

Usualmente, os 0leos essenciais tém como componentes majoritarios os
terpenoides (monoterpenos e sesquiterpenos) (BAKKALI et al., 2008). Em estudos
anteriores foi relatado que compostos da classe dos terpenos (diterpenos) do tipo
labdano (labdano-302) e traquilobano (traquilobano-360 e traquilobano-318),
isolados da espécie X. langsdorfiana apresentaram atividade espasmolitica em
varios modelos de musculo liso (RIBEIRO, 2003 e 2007, OLIVEIRA et al., 2006,
RIBEIRO et al., 2007, MACEDO, 2008, TRAVASSOS, 2010, MARTINS et al.; 2013).

No entanto, até o presente momento, nenhum estudo para tal atividade foi
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evidenciado para as espécies X. frutescens e R. leptopetala, apesar de haver relatos
na literatura de suas utilizagdes populares para desordens intestinais (DUKE;
VASQUEZ, 1994; AGRA et al., 2007). Nesse sentido, resolveu-se realizar uma
triagem farmacologica preliminar com os 6leos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE
visando determinar suas potenciais atividades espasmoliticas.

A pressdo arterial é definida como o produto do débito cardiaco pela
resisténcia vascular periférica total. A resisténcia ao fluxo saguineo na circulacéo é
regulado principalmente pelo tdnus vascular (SANTOS et al., 2007), que portanto ira
regular a pressdo arterial e distribuicdo do fluxo saguineo entre os tecidos e 6rgaos
do corpo. O tbnus vascular, por sua vez, € regulado por hormonios circulantes,
neurotrasmissores, fatores derivados do endotélio, sinais elétricos e/ou mecéanicos,
como a propria pressdo sanguinea, além dos canais idnicos (JACKSON, 2000).
Tendo-se em vista que 0 aumento do tonus vascular pode ter repercussoes graves
no organismo, como o surgimento de hipertensao arterial, substancias que venham
a regular o tdnus basal ou que relaxem a musculatura lisa dos vasos seriam drogas
com potencial utilizacdo terapéutica. Como descrito anteriormente, foi evidenciado
que o diterpeno labdano-302 apresentou efeito vasorrelaxante nos leitos vasculares
aorticos (RIBEIRO, 2003) e mesentéricos de rato (OLIVEIRA et al.,, 2007), dessa
forma esse estudo foi direcionado a investigar uma possivel acdo vasorrelaxante dos
Oleos essenciais de Annonaceae sobre o musculo liso vascular.

Com base nessa premissa, foi-se investigar se os 6leos essenciais XL-OE,
XF-OE e RL-OE apresentariam alguma atividade vasorrelaxante em aorta isolada de
rato pré-contraida com fenilefrina. Observou-se que o XL-OE apresentou efeito
espasmolitico apenas em altas concentracdes, sendo esse efeito de baixa eficacia,
nao ultrapassando 50% de relaxamento (Figura 15 e Tabela 1). O diterpeno
labdano-302 isolado de X. langsdorfiana apresentou efeito espasmolitico com alta
eficacia e de maneira néo seletiva. O fato do XL-OE apresentar uma baixa eficacia
vasorrelaxante em aorta de rato indica que, se este produto natural vier a ser
utilizado, possivelmente os efeitos secundarios relacionados com o sistema
circulatorio seréo reduzidos.

O XF-OE apresentou efeito relaxante pouco eficaz na auséncia de endotélio
funcional, semelhante ao observado com o XL-OE. No entanto, quando o endotélio

aortico foi preservado o XF-OE relaxou esses anéis de maneira significante e
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dependente de concentragao (Figura 16A), apresentando uma poténcia relaxante de
266,0 + 32,2 ug/mL (Gréfico 1).

O endotélio apresenta uma funcéo importante no processo de regulacéo do
tébnus do musculo liso vascular através da liberacéo de fatores relaxantes derivados
do endotélio (FRDE) (TOROK, 2000), incluindo o fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (FHDE), o oxido nitrico (NO), as prostaciclinas e o0s acidos
epoxieicosatrienoicos (EDWARDS; FELETOU; WESTON, 2010). Diante disso,
pode-se inferir que, possivelmente os fatores relaxantes derivados do endotélio
podem estar envolvidos no efeito vasorrelaxante observados pelo XF-OE em aorta
de rato, distintamente do observado com o diterpeno labdano-302, uma vez que seu
efeito vasorrelaxante independe dos fatores relaxantes derivados do endotélio
(RIBEIRO, 2003). Por outro lado, o RL-OE apresentou efeito espasmolitico
significante e equipotente quando os anéis aorticos foram pré-contraidos com
fenilefrina tanto na presenca (CEsp = 95,5 = 14,4 ug/mL, n =5) como na auséncia
(CE5p=108,1 + 21,9 pg/mL, n=5) de endotélio funcional (Figura 17, Grafico 2).
Esse fato sugere que o efeito espasmolitico do RL-OE ndo envolve as vias de
sinalizagdo dependente do endotélio funcional e indica que o mecanismo de agéo do
RL-OE para promover o efeito vasorrelaxante ocorre diretamente nas células do
musculo liso vascular, semelhante ao evidenciado com o diterpeno labdano-302
(RIBEIRO, 2003).

Um dos mais importantes tipos celulares envolvidos em doencas das vias
aéreas sao as células musculares lisas. Uma caracteristica importante destas
células é sua habilidade em alterar seu fenétipo em resposta a diferentes estimulos,
como 0 aumento da expressdo de proteinas contrateis, tais como a a-actina,
calponina e cadeia pesada da miosina (HIRST; TWORT, LEE, 2000). Em condicdes
patoldgicas, como na asma brdnquica, ha uma liberacdo aumentada de mediadores
broncoconstritores como a histamina e a acetilcolina (ACh) (GROSS, 1988;
HOLGATE, 1994). Ademais, as células epiteliais modulam o tdnus basal e a
reatividade do musculo liso por liberacdo de fatores relaxantes derivados do epitélio
(FRDEp) (HASHIBA et al., 1999), tais como o6xido nitrico (NO) (NIJKAMP et al.,
1993) e as prostaglandinas (PGl,) (FARMER et al, 1987). Nesse sentido,
substancias que venham a regular o tdnus basal ou que relaxem a musculatura lisa
das vias aéreas seriam drogas com potencial utilizacdo terapéutica. Ribeiro et al.

2007) e Santos et al. (2011a) evidenciaram que os efeitos relaxantes dos diterpenos
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labdano-302 e traquilobano-318, respectivamente, no musculo liso da traqueia de
cobaia ocorreram de maneira independente dos fatores relaxantes derivados do
epitélio, assim, decidimos investigar uma possivel acdo relaxante dos 6leos
essenciais de Annonaceae sobre essa musculatura.

Com o intuito de se investigar uma possivel atividade relaxante dos Oleos
essenciais das espécies de Annonaceae em estudos sobre a musculatura das vias
aéreas, avaliaram-se seus efeitos sobre a traqueia isolada de cobaia. O XL-OE e o
XF-OE apresentaram efeito espasmolitico significante, porém com baixa eficacia,
uma vez que seus efeitos ndo ultrapassaram 50% de relaxamento da traqueia
pré-contraida por CCh, mesmo em altas concentracfes (Figuras 18 e 19). Os
diterpenos labdano-302 e traquilobano-318 isolados de X. langsdorfiana
apresentaram efeitos espasmoliticos com altas eficacias e de maneira nao seletiva.
O fato dos Oleos essenciais do género Xylopia, XL-OE e XF-OE apresentarem
baixas eficacias relaxante em traqueia de cobaia indica que, se estes produtos
naturais vierem a ser utilizados, possivelmente os efeitos secundarios relacionados
com o sistema respiratdrio serdo reduzidos.

Diferentemente do observado com os 6leos essenciais do género Xylopia, o
RL-OE apresentou efeito espasmolitico significante, dependente de concentracédo e
equipotente quando os anéis de traqueia foram pré-contraidos com CCh, tanto na
presenca (CEsp = 125,7 + 27,2 pg/mL) como na auséncia
(CEsp=101,7 + 22,6 pg/mL) de epitélio funcional (Figura 20, Grafico 3). Como o
epitélio das vias aéreas esta envolvido na regulacdo da reatividade dos bronquios
através da liberacdo de substancias relaxantes tais como: PGl, e NO (NIJKAMP et
al., 1993; FARMER et al., 1987) e que o efeito espasmolitico do RL-OE independe
da presenca do epitélio traqueal, pode-se sugerir que, semelhante ao observado em
aorta de rato, o mecanismo de acéo relaxante do RL-OE parece ocorrer diretamente
no musculo liso traqueal, ndo envolvendo a liberagdo de substancias relaxantes
derivadas do epitélio.

O Uutero é um 6rgdo oco, revestido de musculatura lisa bem diferenciada,
possuindo trés camadas: endométrio, miométrio (camada muscular espessa) e
serosa (camada externa). A funcdo do miométrio € de vital importancia em
processos fisiolégicos como implantacdo do embrido e na manifestacdo de
distarbios como dismenorreia e interrup¢cdo da gravidez por aborto espontaneo
(AGUILLAR; MITCHELL, 2010). Acredita-se que cerca de 50 a 90% das mulheres
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apresentem colica uterina em algum momento de suas vidas, sendo que 10% das
pacientes tornam-se incapazes de desenvolver suas atividades habituais em
decorréncia da dor (MOTTA; SALOMAO; RAMOS, 2002). A dor geralmente é mais
intensa no primeiro dia da menstruacdo e, em mais de 50% dos casos, é
acompanhada por outros sintomas como nauseas, vomitos, palidez, cefaleia,
diarreia, vertigem e desmaio (FONSECA et al., 2000). Ribeiro (2003) evidenciou que
o efeito tocolético do diterpeno labdano-302, possivelmente, ocorre em um passo
comum a via de sinalizacdo dos agonistas (ocitocina e CCh), uma vez que nao
houve diferenca estatistica entre os valores de Clso. Assim, decidimos investigar
uma possivel acdo espasmolitica dos 6leos essenciais de Annonaceae sobre essa
musculatura.

Diante do exposto, foi-se investigar uma possivel atividade tocolitica dos
Oleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE sobre a musculatura lisa uterina de rata.
Observou-se que independente da contragdo ser induzida por ocitocina ou por CCh,
o efeito tocolitico produzido pelo XL-OE ocorreu apenas na concentracdo maxima
utilizada nos experimentos funcionais (729 pg/mL) (Grafico 4). XL-OE bem como 0s
diterpenos traquilobano-360 e traquilobanos-318 (SANTOS et al., 2011a) isolados de
X. langsdorfiana demonstraram efeitos similares nesse 6rgdo com baixa eficacia
tocolitica.

Distintamente do observado com o XL-OE, bem como com o diterpeno
labdano-302 (RIBEIRO, 2003), os Oleos essenciais XF-OE e RL-OE antagonizaram
as contracbes fasicas induzidas por ocitocina (Clsp=189,3+182 e
20,6 + 3,3 pg/mL, respectivamente, Graficos 5A e 6A) e por CCh (Clsp = 370,3 + 33,1
e 87,1+1,0ug/mL, respectivamente, Graficos 5B e 6B). Tanto XF-OE quanto
RL-OE apresentaram uma maior poténcia frente ao agonista ocitocina, porém o
RL-OE foi o que apresentou maior poténcia frente aos agonistas testados quando
comparados aos Oleos essenciais do género Xylopia. Esses resultados sé&o
sugestivos de que os efeitos espasmoliticos dos 6leos essenciais XF-OE e RL-OE
em Utero de rata podem estar acontecendo, pelo menos em parte, por bloqueio dos
receptores de ocitocina, mas outros experimentos sdo necessarios para confirmar ou
descartar essa hipotese.

Ha relatos da utilizacdo popular de espécies do género Xylopia para
desordens intestinais (ASFAW; DEMISSEW, 1994; DUKE; VASQUEZ, 1994), bem
como da espécie Rollinia leptopetala (AGRA et al., 2007). Além do fato da propria
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espécie X. frutescens ser relatada na literatura como sucedanea da pimenta-do-
reino (Piper nigrum), que também é utilizada popularmente com a mesma finalidade
(RAO et al.,, 2011). Diante disso, o modelo do musculo liso intestinal € um meio
importante para se investigar novos farmacos que sejam potentes, eficazes e com
menos efeitos colaterais ou que sirvam como ferramenta farmacoldgica para o
entendimento de processos fisiopatologicos, a exemplo da diarreia, cdlica intestinal e
constipacao.

A coélica intestinal € comumente causada por fortes contracdes dessa
musculatura lisa, por meio da acdo do sistema nervoso entérico. Clinicamente, a dor
causada pelos espasmos gastrintestinais é geralmente tratada com drogas que
induzem relaxamento dessa musculatura lisa (SATO et al., 2007). Como descrito
anteriormente, Ribeiro (2003) evidenciou que o efeito espasmolitico do diterpeno
labdano-302, possivelmente, ocorre em um passo comum a via de sinalizacao dos
agonistas (CCh e histamina), uma vez que ndo houve diferenca estatistica entre os
valores de Cls. Com a finalidade de se investigar uma possivel atividade
espasmolitica dos 6leos essenciais de Annonaceae em ileo de cobaia, avaliou-se o
efeito dos o6leos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE frente as contracfes fasicas
induzidas por CCh ou por histamina e o que foi observado foi que esses 0dleos
essenciais de Annonaceae apresentaram efeito espasmolitico nesse 6rgdo de
maneira significante e dependente de concentracdo (Graficos 7, 8 e 9),
comprovando, pelo menos, em parte a utilizacdo popular dessas espécies de
Annonaceae para desordens intestinais.

Comparando as poténcias espasmoliticas dos 6leos essenciais, observou-se
gue XL-OE foi equipotente em antagonizar as contracdes induzidas pelos dois
agonistas testados, semelhante ao observado com o diterpeno labdano-302
(RIBEIRO, 2003). No entanto, os 0leos essenciais XF-OE e RL-OE apresentaram
maior poténcia em antagonizar as contracdes induzidas por histamina quando
comparadas com o CCh. Quando se comparou as poténcias dos trés Oleos
essenciais observou-se que eles foram equipotentes em relacdo as contracdes
induzidas por CCh (Cl5p=83,3+156; 740%+81 e 494%5.1pug/mL,
respectivamente) (Tabela 8). No entanto, em relacdo as contracdes induzidas por
histamina (Clsp=81,8+11,2;38,1+26 e 3,1%+0,4pug/mL, respectivamente)
(Tabela 8), observou-se que o RL-OE foi aproximadamente 26 e 12 vezes mais

potente que os Oleos essenciais de Xylopia, XL-OE e XF-OE, respectivamente.
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A grande variabilidade nas respostas espasmoliticas entre os 0leos
essenciais de Annonaceae pode ser explicada pelas variacbes observadas nas suas
composic¢des quimicas. O XL-OE: germacreno D (22,9%), trans-B-guaieno (22,6%),
B-cariofileno (15,7%) e a-pineno (7,3%) (TAVARES et al., 2007b), o XF-OE:
constituintes majoritarios o cariofileno (23,91%), y-cadineno (12,48%), B-ocimeno
(8,19%), cadin-4-en-10-ol (5,78%), Vviridiflorol (4,83%), y-elemeno (4,55%)
(LUNGUINHO, 2012) e o RL-OE: biciclogermacreno (22,47%), cis-4-tujanol
(17,37%), a-terpineol (8,42%), germacreno D (7,72%), trans-cariofileno (6,63%) e
guaiol (4,61%) (COSTA et al., 2008).

O procedimento recomendavel para testar a hipétese de que algum
componente especifico do 6leo essencial seja o responsavel pelo aparecimento
dessa atividade espasmolitica seria testando-o isoladamente. Porém, houve uma
impossibilidade técnica de testar essa teoria, uma vez que 0S componentes
majoritarios dos 6leos de Annonaceae nao sao disponibilizados comercialmente.
Além do mais, a possibilidade do isolamento desses compostos também foi
inviabilizada, visto que, mesmo sendo 0s componentes majoritarios, estes ainda se
encontram em pequenas porcentagens nos 6leos essenciais, caso tenta-se isola-los,
os rendimentos desses compostos seriam demasiadamente pequenos.

Por outro lado, ndo podemos descartar a hipétese de que os efeitos
espasmoliticos apresentados pelos 6leos essenciais de Annonaceae sejam efeitos
sinérgicos entre os seus componentes como um todo. Segundo Bakkali et al (2008),
ndo se pode descartar a possibilidade do componente majoritario ser modulado por
outros componentes do 6leo essencial em menor proporgao.

Quanto ao XL-OE, embora ele seja constituido majoritariamente por
compostos terpenoides e tenha relatos na literatura que diterpenos do tipo labdano
(labdano-302) e traquilobano (traquilobano-360 e traquilobano-318), ja identificados
na espécie X. langsdorfiana, apresentam efeitos espasmoliticos nos leitos
vasculares adrticos e mesentéricos de rato, em Gtero de rata e em traqueia e ileo de
cobaia (RIBEIRO, 2003 e 2007, OLIVEIRA et al., 2006, RIBEIRO et al., 2007,
MACEDO, 2008, TRAVASSOS, 2010, MARTINS et al.; 2013). Os compostos
terpenoides presentes no XL-OE sdo mono e sesquiterpenos, sugere-se que as
variacdes do numero de unidades isoprénicas dos terpenos identificados no XL-OE
podem ter sido as responsaveis pelos efeitos espasmolitico distintos observado para

essa espécie.
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Uma vez que um dos objetivos desse estudo foi comparar as eficacias e
poténcias dos 6leos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE em modelos de musculo liso
(vascular, respiratorio, uterino e intestinal), bem como caracterizar o mecanismo de
acdo espasmolitica de um dos Oleos essenciais de Annonaceae no 6rgdo que
apresentasse maior eficacia e poténcia. Decidiu-se prosseguir com o estudo em ileo
de cobaia para se tentar elucidar o possivel mecanismo de ac¢do envolvido na
atividade espasmolitica do RL-OE, com a finalidade ulterior de descobrir drogas com
um maior potencial terapéutico ou que sirvam como feramenta farmacologica para o
melhor entendimento dos mecanismos envolvidos nos processos fisiopatoldgicos
envolvendo a musculatura lisa intestinal.

Como na triagem farmacologica foi verificado, em ileo de cobaia, que RL-OE
inibiu as contracgdes fasicas induzidas por CCh ou por histamina, apresentando uma
maior poténcia em inibir as contragfes induzidas pela histamina, levantou-se a
hipotese do RL-OE estar agindo nos receptores histaminérgicos para promover sua
acao espasmolitica. Para verificar essa proposi¢céo, decidiu-se caracterizar o tipo de
antagonismo exercido pelo RL-OE frente as curvas concentraces-resposta
cumulativas induzidas por histamina. Nesse protocolo experimental, observou-se um
desvio para direita das curvas controles cumulativas a histamina, de forma néo
paralela e com reducdo do Enax (Gréfico 10 e Tabela 9), descartando, dessa forma,
um antagonismo do tipo competitivo.

O antagonismo do tipo ndo competitivo pode ocorrer quando ha ligacdo do
antagonista ao mesmo sitio de ligagdo do agonista (antagonismo
pseudo-irreversivel) ou em um sitio distinto (antagonismo alostérico)
(BLUMENTHAL, GARRISON, 2011). O perfil do Grafico 10 representa um
antagonismo pseudo-irreversivel, uma vez que ndo houve saturacdo do efeito, ou
seja, a inibicdo da resposta contrétil da histamina na presenca do RL-OE ndo atingiu
um valor limitante, caracteristica observada no antagonismo alostérico.

Resultados semelhantes foram observados por Macédo (2008) com o
diterpeno labdano-302 e por Santos et al. (2011b) com os diterpenos
traquilobano-360 e traquilobano-318, diterpenos isolados de X. langsdorfiana, que
demonstraram efeitos espasmoliticos em musculo liso gastrintestinal também
através de antagonismo do tipo ndo competitivo.

Uma caracteristica notavel da via de sinalizacdo do Ca®" é que esse fon

participa do controle de um grande numero de processos celulares, tais como:
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sinapse neuronal, secrecdo de fluidos, agregacdo plaquetaria, diferenciacdo e
proliferagdo celular, metabolismo, exocitose, fertilizagdo e contragcdo muscular
(BERRIDGE, 2009b). O Ca®*, um regulador celular universal (CAMPBELL, 1983), é
um sinal primario responsavel pela ativacdo da contracdo do musculo liso
(NEERING; MORGAN, 1980).

O musculo liso é o principal tipo de musculo que controla a maioria dos
sistemas de 6rgdos ocos do corpo (WATTERSON; RATZ; SPIEGEL, 2005). A
contracdo do musculo liso é disparada principalmente pelo aumento da [Ca®'], e
pode ser alcancada tanto via despolarizacdo de membrana, levando ao aumento da
[Ca®*]. através dos Cay, como pela ligacdo do agonista ao receptor, que pode ser
independente do potencial de membrana (SOMLYO; SOMLYO, 2003), originalmente
designados por acoplamentos eletromecanico e farmaco-mecanico, respectivamente
(SOMLYO; SOMLYO, 1968). Agonistas como serotonina, CCh e histamina ligam-se
a GPCRs e ativam a cascata de fosfoinositidios, usualmente através da producéo de
IP; mediada pelas proteinas Gg1, estimulando assim a liberagdo de Ca”* do RS
(FUKATA; AMANO; KAIBUCHI, 2001). Os agonistas contrateis podem também
elevar a [Ca?']. através de receptores de rianodina e estimular a entrada de Ca®*
através dos mdltiplos tipos de canais, incluindo canais de Ca?* operados por
estoque, por receptor ou por voltagem (SANDERS, 2001; McFADZEAN; GIBSON,
2002).

Em ileo de cobaia, varios agentes contrateis, como o0s agonistas
muscarinicos (TRIGGLE et al., 1989) e o KCI (TRIGGLE; TRIGGLE, 1976), causam
uma resposta contrétil bifasica, consistindo em uma contragdo inicial transiente —
componente fasico (< 30 s), seguido por uma contracdo sustentada — componente
tbnico, que se desenvolve lentamente ao longo de 15 minutos e é mantida durante o
periodo de exposicdo ao agente contratii (TRIGGLE; TRIGGLE, 1976; VAN
BREEMEN; AARONSON; LOUTZENHISER, 1979; BOLTON, 1979). Em musculos
lisos bifasicos, esta resposta é devido a fonte dual de Ca®* e é sugerido que a
contracdo fasica é causada por liberacdo de Ca** dos estoques intracelulares
mediados por IP; (ABDEL-LATIF, 1989; KOBAYASHI et al., 1989), enquanto que a
contracdo tonica é atribuida ao influxo de Ca®" através dos Cay, uma vez que,
demonstrou-se em estudos a supresséo dessa contracéo pelo bloqueador dos Cay,
verapamil (JIM et al., 1981).
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No entanto, particularmente, em musculo liso de ileo de cobaia, tanto a
contracdo fasica como a ténica sdo dependentes do Ca?* extracelular, uma vez que
ambas as contracdes foram inibidas na auséncia de Ca*' extracelular (HONDA;
TAKANO; KAMIYA, 1996). A remocdo de fons Ca** do meio externo bloqueia
totalmente a resposta contrétil tanto a agentes despolarizantes como a agonistas em
poucos segundos, sugerindo que as fontes intracelulares de Ca?* ndo contribuem
significativamente para o nivel de tenséo atingido (NOUAILHETAS et al., 1985). No
entanto, a influéncia do Ca** extracelular é relativamente maior na resposta contratil
tébnica comparado com a fasica (TRIGGLE et al., 1979).

Assim, passou-se a avaliar o efeito do RL-OE sobre a fase tbnica da
contracdo induzida por KCI (acoplamento eletromecénico) e por CCh ou por
histamina, que agem por acoplamento misto (BOLTON et al., 1981) em ileo de
cobaia. E o observado foi que o RL-OE inibiu de maneira dependente de
concentracdo as contracdes tonicas induzidas por todos o0s agentes contrateis
utilizados (Graficos 11). Como o ileo € um 6rgédo totalmente dependente de variacao
do potencial de membrana (NOUAILHETAS et al., 1985) e como 0 componente
tbnico da contracdo induzida por agonistas de acoplamento misto (UNNO; KOMORI;
OHASHI, 1995; BOLTON et al., 1981) ou por um agente despolarizante (KCI) é
mantido quase que exclusivamente por influxo de célcio através dos Cay (BOLTON,
1979; REMBOLD, 1996; BOLTON et al., 2006), levantou-se a hipétese de que o
RL-OE poderia estar agindo por bloqueio do influxo de Ca?* através dos Cay.

Caso o RL-OE estivesse realmente bloqueando os Cay, era esperado que o
mesmo antagonizasse as contracdes induzidas por CaCl, em meio despolarizante
nominalmente sem Ca®’. Este protocolo baseia-se no fato de que a contracdo
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
desviadas para direita de forma ndo paralela e com reducdo do Enax (Grafico 12 e
Tabela 11). Esses resultados reforcam a hipotese de que o RL-OE estaria
interferindo com o influxo de Ca*® através dos Cay para exercer seu efeito
espasmolitico.

Os Cay estdo presentes na membrana celular da maioria das células
excitaveis, eles sdo formados por um complexo hetero-oligomérico. Existem dez

membros de Cay, que séo divididos em dois grupos: ativados por alta voltagem e os
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ativados por baixa voltagem. Os Cay de baixa voltagem s&o os canais do tipo T,
compreendendo trés membros: Cay3.1, 3.2 e 3.3. Os outros sete membros dos Cay
sao canais ativados por alta voltagem e subdividos em tipo L (Cayl1.1, 1.2, 1.3 e 1.4),
tipo P/Q (Cay2.1), tipo N (Cay2.2) e tipo R (Cay2.3). A sua subunidade ol € a
formadora de poros e fornece o sitio de ligacdo extracelular para praticamente todos
0S agonistas e antagonistas (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2011).

No musculo liso, a subfamilia dos Cayl sdo melhores caracterizados e sé&o
0s maiores responsaveis pelo influxo de Ca?*, cujo sitio de ligacdo para seus
blogueadores esta na subunidade al, embora nele existam quatro outras unidades
complexadas (2o, 1 e 1 y) (VOGALIS et al.,, 1991; KURIYAMA; KITAMURA,
NABATA, 1995; KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996). No musculo liso intestinal de
cobaia, os Cay mais expressos sao os do tipo L (BOLTON, 1979; TOMITA, 1981),
atualmente conhecidos como Cayl.2. Estes canais sdo amplamente expressos no
corpo humano (musculo cardiaco, musculo liso, células enddcrinas e neurdnios)
(CATTERALL et al., 2005).

Para avaliar se o tipo de Cay envolvido na acdo espasmolitica do RL-OE em
ileo isolado de cobaia seria os Cay-L, avaliou-se o seu efeito sobre as contracfes
tbnicas induzidas pelo derivado di-hidropiridinico S-(-)-Bay K8644, um agonista
seletivo dos Cay-L, que age por ligacdo direta na sua subunidade ol e ndo por
despolarizacdo (SPEDDING; PAOLETTI, 1992). Estudos anteriores foi demostrado
gue as respostas contrateis aos ativadores de Cay-L, S-(-)-Bay K8644 e FPL 64176,
sao potencializadas pelo aumento moderado (8-20 mM) da [K]e, concentracdes estas
superiores aquelas da solucdo de Krebs modificado (WEI et al.,, 1986; CONTE-
CAMERINO et al., 1987; ZHENG; RAMPE; TRIGGLE, 1991).

Portanto, observou-se que o RL-OE relaxou o ileo de maneira significante e
dependente de concentracdo quando este era pré-contraido com 3x 107 M de
S-(-)-Bay K8644 (Figura 22 e Gréfico 13). Esses dados sugerem que o RL-OE esteja
agindo, majoritariamente, por bloqueio do influxo de Ca?* via os Cay-L. No entanto,
guando estes dados foram comparados com o valor de poténcia relaxante do RL-OE
pré-contraido com KCI, observa-se que este foi cerca de 2 vezes mais potente em
relaxar o ileo pré-contraido com KCI (CEsp=10,1+1,1 ug/mL) do que com o
S-(-)-Bay K8644 (CEso= 20,4 + 4,2 ug/mL). Esses dados podem ser explicados pelo
fato de que na contracdo induzida por KCI existe, além da despolarizacdo, outros
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mecanismos de manutencdo da contracdo tdnica como a sensibilizacdo ao Ca?'
envolvendo a translocagéo e ativacdo da RhoA cinase, bem como a ativagdao da
proteina cinase Il dependente de Ca?‘/calmodulina (CaMKII) ou a proteina cinase
regulada por sinal extracelular (ERK) (RATZ et al.,, 2005). No entanto, ndo se
descarta outros mecanismos que possam estar envolvidos no mecanismo de acéo
espasmolitica do RL-OE em ileo de cobaia, como por exemplo, a modulagéo positiva
dos canais de K.

E relatado na literatura que os canais de K™ desempenham um papel chave
na regulagdo do potencial de membrana e na excitabilidade celular, sendo a
contracdo do musculo liso dependente do balanco entre 0 aumento da condutancia
ao fon K', levando a uma repolarizacio/hiperpolarizacdo, e a diminuicdo da
condutancia ao K, levando a uma despolarizacdo (KNOT; BRAYDEN; NELSON,
1996). Eles estdo envolvidos em varias fungdes fisioldgicas, tais como, potencial de
membrana celular e secrecdo de hormoénios e de neurotransmissores. Sua atividade
pode ser regulada por voltagem, Ca®* ou por neurotransmissores e,
consequentemente, as vias de sinalizacdo que eles estimulam (ALEXANDER,;
MATHIE; PETERS, 2011), sendo o fluxo dos ions K* por canais presentes na
membrana plasmatica que regula o influxo de Ca®" através dos Cay (THORNELOE;
NELSON, 2005). Diante dos resultados com o S-(-)-Bay K 8644, hipotetizou-se que
0 RL-OE estaria ativando os canais de K" e bloqueando, assim, indiretamente os
Cay.

Para comprovar se RL-OE estaria ativando/modulando positivamente os
canais de K' para exercer seu efeito espasmolitico em ileo de cobaia, utilizou-se
como ferramenta farmacoldgica um bloqueador ndo seletivo desses canais, o CsCl
(CECCHI et al., 1987). Observou-se que a curva de relaxamento obtida para o
RL-OE (CEso = 6,6 =+ 0,3 pg/mL) foi deslocada para a direita na presenca de 5 mM de
CsCl (CEsp = 22,1 + 4,8 ug/mL), com reducdo da poténcia relaxante em cerca de
3 vezes (Graficos 14). Sugerindo assim, a participacdo desses canais na atividade
espasmolitica do RL-OE.

No musculo liso gastrintestinal pode ser regulado por varios subtipos de
canais de K', entre eles: 0s Katp. 0s Ky € 0s Kca (VOGALIS, 2000). Além disso,
varios compostos terpenoides obtidos de espécies da familia Annonaceae vém
sendo estudados em varios modelos de musculo liso, e observou-se a associacéo

entre 0 aumento da atividade dos canais de K e o seus efeitos espasmoliticos
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(RIBEIRO, 2003 e 2007, OLIVEIRA et al., 2006, RIBEIRO et al., 2007, MACEDO,
2008, TRAVASSOS, 2010, MARTINS et al.; 2013).

Os Katp, que sdo seletivos para K' e ativados por uma diminuicdo na
concentracdo intercelular de ATP, foram inicialmente identificados em midcitos
ventriculares (NOMA, 1983). Posteriormente, 0s Karp cOm caracteristicas
semelhantes foram demonstrados em muitos outros tecidos, tais como, células
B-pancreaticas, musculo esquelético, neurbnios e musculos lisos (TERAMOTO,
2006).

Varios agonistas endogenos (como peptidio relacionado ao gene da
calcitonina, adenosina, entre outros) ativam os Karp produzindo hiperpolarizagéo e
relaxamento. Em contrapartida, varios neurotransmissores (noradrenalina,
5-hidroxitriptamina (5-HT), neuropeptidio Y, entre outros) e vasoconstritores (como
angiotensina Il e endotelina-1) inibem os Katp levando a despolarizacéo e contracao
(QUAYLE; NELSON; STANDEN, 1997). Esse canal tanto pode ser inibido por ATP
intracelular como por sulfonilureias como, por exemplo, a glibenclamida e a
tolbutamida, e por baixa concentracdo de Ba*" extracelular (STANDEN et al., 1989;
SANBORN, 2000). Sun e Benishin (1994) mostraram que 0s Karp €stdo presentes
em musculo longitudinal de ileo de cobaia, pois a cromacalina, nicorandil e pinacidil,
ativadores desses canais, foram capazes de inibir as contracdes tonicas induzidas
por histamina (0,5 uM) ou por KCI (30 mM).

Para verificar a hipétese de que o RL-OE poderia estar ativando os canais
Katp para exercer seu efeito relaxante em ileo de cobaia, avaliou-se a atividade
espasmolitica desse Oleo essencial na auséncia e na presencga de glibenclamida, um
bloqueador seletivo desses canais (SUN; BENISHIN, 1994). Como a curva de
relaxamento do RL-OE ndao foi alterada na presenca desse bloqueador (Gréafico 15A)
essa hipétese foi descartada.

Os Kca estdo presentes no musculo liso gastrintestinal. Uma vez ativados,
pelo aumento da [Ca®?']., ddo inicio ao efluxo dos fons K* que via
repolarizacao/hiperpolarizacdo do potencial de membrana restabelece as [Ca®'].
através da limitacdo do influxo do ion Ca®" seja pela desativacado dos Cay ou pelo
aumento da atividade do trocador Na*/Ca?*. Portanto, os Kca regulam a amplitude e
duracdo das modificacdes de [Ca*']. e assim afetam as vias de sinalizacéo que sdo
disparadas pelo ion Ca®* (FAKLER; ADELMAN, 2008).
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Os canais Kcal.1 ou BKca sdo encontrados em cérebro, coclea, musculo
esquelético e musculo liso. Ja 0s Kca2.1; 2.2 e 2.3 ou SKca sdo largamente
encontrados em cérebro, coracao e alguns tipos de musculo liso. Enquanto que os
Kca3.1 ou IKc, estdo presentes na placenta, préstata, linfécitos, pancreas e endotélio
vascular (WEI et al., 2005). Os SKc, estao constitutivamente associados a CaM, que
medeia a abertura do canal através da ligacdo com o Ca?* (BERKEFELD; FAKLER;
SCHULTE, 2010). Os canais de K* ativados por Ca®* de pequena condutancia
(SKca) geram uma corrente hiperpolarizante em células excitaveis apés a geracao
do potencial de acado, e assim levam ao relaxamento do musculo liso (BERKEFELD;
FAKLER; SCHULTE, 2010; BRAINARD; KOROVKINA; ENGLAND, 2007).

A possivel participacdo dos SKc, no efeito relaxante do RL-OE em ileo de
cobaia foi refutada, uma vez que na presenca de apamina, um inibidor seletivo dos
SKca (ISHII; MAYLIE; ADELMAN, 1997; VAN DER STAAY et al., 1999), a curva de
relaxamento do 6leo essencial ndo foi alterada (Grafico 15B), sugerindo que, assim
como 0s Karp, 0S SKc, também ndo estdo envolvidos no mecanismo de acao
espasmolitico do RL-OE.

Resultados devergentes foram observados por Macédo (2008) com o
diterpeno labdano-302 e por Santos et al. (2011b) com o diterpeno traquilobano-318,
ambos diterpenos isolados der X. langsdorfiana, em musculo liso gastrintestinal que
tém como alvos farmacologicos, em nivel funcional, os canais para K*, dos subtipos
Katp € SKca, para exercer seus efeitos espasmoliticos.

Fisiologicamente, a ativacdo dos BKc, prové um mecanismo de feedback
que limita a contracdo por causar hiperpolarizacdo e reducdo da duragdo do
potencial de acdo no musculo liso, limitando assim a entrada de Ca®* através dos
Cay (PONTE et al., 2012). Romero et al. (1998) utilizando a técnica de patch-clamp
caracterizaram uma populacao de canais BKc, que séo indiretamente ativados pela
angiotensina Il, um agonista contratil que induz dessensibilizagdo do componente
tbnico da contragdo em ileo de cobaia. Posteriormente Silva, Nouailhetas e
Aboulafia (1999) demonstraram que a dessensibilizacdo do componente ténico
induzida pela angiotensina Il era devido a abertura dos BKc, levando a uma
repolarizacdo e, consequentemente, fechando os Cay responsaveis pelo influxo de
Ca’®" que sustenta o componente tonico no ileo de cobaia.

Dessa forma, passou-se a investigar se o RL-OE estaria agindo sobre os

canais BKc,, ativando-os e, consequentemente, levando a uma repolarizacdo de



150
Correia, A.C.C. Discussao

membrana que levaria a um bloqueio indireto dos Cay. Em presenca de 1 mM de
TEA®, que nessa concentracdo torna-se especifico em bloguear os BKcy (KNOT;
BRAYDEN; NELSON, 1996), a curva de relaxamento do RL-OE foi desviada para a
direita fornecendo uma CEsp de 13,0 + 1,9 pg/mL (Grafico 15D) cerca de 2 vezes
maior que na auséncia deste bloqueador (CEsp= 6,6 £0,3 pug/mL). Esses dados
sugerem que a modulagdo positiva dos BK¢, esta envolvida no mecanismo de acdo
relaxante do RL-OE em ileo de cobaia.

A contribuicdo dos BKc, no mecanismo de acao relaxante do RL-OE em ileo
de cobaia foi confirmada através da utilizagdo da ferramenta farmacologica IbTx,
uma toxina isolada do escorpido Buthus tamulus (GALVEZ et al., 1990), capaz de
bloquear especificamente os BKc,. Na presenca desta toxina, o efeito relaxante do
RL-OE foi atenuado de maneira significante, apresentando uma CEsy de
19,0 £ 0,8 pg/mL (Grafico 15E), com reducgdo da poténcia relaxante em cerca de 3
vezes, evidenciando a participacao deste canal.

Distintamente do observado, a participacdo dos BKc; no mecanismo de acéo
espasmolitica em ileo de cobaia ndo foi evidenciado para os diterpenos,
labdano-302 (MACEDO, 2008) e traquilobanos 360 e 318 (SANTOS et al., 2011b).

Os Ky possuem uma grande importancia na manutencédo do potencial de
repouso no ileo de cobaia e é bastante distribuido neste 6rgdo (GORDIENKO;
ZHOLOS; BOLTON, 1999). Até hoje, pelo menos doze diferentes subfamilias de
subunidades-a de Ky séo relatadas e os genes que codificam essas subunidades
funcionais dos Ky ja foram identificados tanto no genoma humano como de outros
animais (CHANDY et al., 2012). Isso demonstra a grande diversidade e
complexidade de aces que podem ser esperadas da ativacio destes canais de K*
na célula.

Apesar da grande diversidade dos Ky, uma ferramenta farmacolégica muito
importante no estudo desses canais é a 4-AP, que é conhecida por bloquear os Ky
(ou pelo menos sua maioria), sendo assim usada para o estudo do mecanismo de
acdo de varias substancias com atividade relaxante da musculatura lisa (SATAKE;
SHIBATA; SHIBATA, 1997; HUANG et al.,, 1998; LI et al., 1999; PELAIA et al.,
2002).

Como  ficou demonstrado pelo Grafico 15C, 0 RL-OE

(CEsp=6,6 £ 0,3 ug/mL) teve sua poténcia relaxante reduzida cerca de 2 vezes na
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presenca da 4-AP (CEsp= 13,9 + 0,9 pg/mL), sugerindo que, assim como 0S BKc,,
os Ky também estéo envolvidos no mecanismo de acéo espasmolitico do RL-OE.

Com o intuito de verificar se ha somacéo do efeito de ativacdo/modulacéo
dos canais de K* (BKca € Ky) no relaxamento produzido pelo RL-OE. Resolveu-se
adicionar, na mesma preparacao, ambos os bloqueadores desses canais. Como foi
evidenciado no Grafico 16, houve somacdo do efeito relaxante do RL-OE
(CEso = 6,6 + 0,3 ug/mL) na presenca simultanea dos blogueadores TEA® (1 mM) e
4-AP (0,3 mM) (CEsp = 24,1 £ 3,9 ug/mL), pois a curva de relaxamento do RL-OE foi
descolada para a direita mais eficientemente na presenca do bloqueio simultaneo
(TEA® + 4-AP) (Gréfico 16) do que quando era utilizado esses bloqueadores
individualmente (Graficos 15C e 15D). Além disso, na presenca do bloqueio
simultaneo (TEA" + 4-AP) a poténcia do RL-OE foi similar & observada na presenca
de 5mM de CsCl, blogueador inespecifico dos canais de K"
(CEsp=22,1 £ 4,8 ug/mL) (Gréficos 16). Confirmando assim que o mecanismo de
acao espasmolitico do RL-OE em ileo de cobaia envolve a ativacdo/modulacéo dos
canais de K*, e em especial, parece envolver apenas 0s subtipos BKc, € Ky,

Se esta interpretacdo estivesse correta, entdo qualquer manobra utilizada
para dificultar o efluxo de K* deveria impedir este relaxamento. Silva; Nouailhetas;
Aboulafia (1999) utilizaram diferentes concentragdes de K* extracelular, aplicados
2 minutos ap6s o fleo de cobaia ser contraido por 107 M de angiotensina Il ou por
10° M de ACh. Observou-se que em concentracdes inferiores a 4 mM de KCI ndo
alteravam o padrdo de resposta dos agonistas testados. No entanto, nas
concentracdes de 8 e 16 mM de KCI houve alteracéo do padréo de resposta desses
agonistas. Essa concentracdo de KCI ndo € suficiente para provocar uma resposta
sustentada no ileo de cobaia, no entanto, a adicdo de 8 ou 16 mM de KCI aplicados
2 minutos apds a contracao induzida por esses agonistas causa uma depolarizacédo
de membrana suficiente para impedir o efluxo de K* pelos BKca.

De fato, a adicdo de 16 mM de KCI sobre o componente ténico da contracao
produzida pela histamina reduziu a poténcia relaxante do RL-OE de 6,6 + 0,3 pg/mL
para 17,0 + 2,6 pg/mL (Figura 30 e Grafico 17). E ainda, na presenca de 16 mM de
KCI a poténcia relaxante do RL-OE né&o diferiu estatisticamente da CEsy observada
na presenca de 5 mM de CsCl (CEso= 22,1 + 4,8 pug/mL) (Gréfico 17). Confirmando,
mais uma vez, que os canais de K’ estdo envolvidos no mecanismo de acdo

espasmolitico do RL-OE em ileo de cobaia.
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Existem evidéncias de que substancias capazes de modular indiretamente a
abertura dos canais de K" (BOLOTINA et al., 1994; DENSON et al., 2005; FINN;
GRUNWALD; YAU, 1996; GRIBKOFF; STARRETT; DWORETZKY, 2001; LIU et al.,
2003), algumas delas, como a forscolina (FSK) que é um diterpeno do tipo labdano
isolado de Coleus forskohlii (Laminaceae), sdo capazes de modular positivamente a
abertura de canais de K por fosforilagdo via PKA (MASON et al., 2002;
WINKLHOFER et al.,, 2003). Em nosso grupo de estudo foi demonstrado que o
labdano-302, diterpeno isolado da espécie X. langsdorfiana, parece exercer seu
efeito espasmolitico sobre traqueia de cobaia, aorta de rato e Utero de rata através
da via de sinalizacdo AMPc-PKA (RIBEIRO et al., 2007; RIBEIRO, 2007,
TRAVASSOS, 2010).

As fosfodiesterases de nucleotidios ciclicos (PDEs) estdo amplamente
distribuidas em varios tecidos de mamiferos, incluindo o mausculo liso, sendo
distribuidas em 11 familias distintas (PDE1-11) e tendo como funcdo a hidrélise do
AMPc e do GMPc resultando em seus produtos inativos, o 5’-AMP e o 5’-GMP, que
nao sdo capazes de ativar, respectivamente, a PKA e a PKG, cessando assim a
sinalizacdo celular dependente do aumento destes nucleotidios ciclicos (LUGNIER,
2006).

Substancias capazes de aumentar o conteddo intracelular de AMPc ou
GMPc tem seu efeito relaxante potencializado pela inibicdo das PDEs em varios
tecidos devido ao acumulo do conteddo total desses nucleotidios (BENDER;
BEAVO, 2006; LUGNIER, 2006). Uma maneira indireta para se investigar a
participacdo de nucleotidios ciclicos (AMPc e/ou GMPc), em nivel funcional, no
efeito relaxante do RL-OE é a utilizacdo de inibidores de PDEs, como a aminofilina
(JENNE, 1992; LIU et al., 2003). No entanto, a hipétese da participacdo da via dos
nucleotidios ciclicos no efeito espasmolitico do RL-OE foi descartada, uma vez que,
o efeito relaxante do RL-OE, em ileo de cobaia, ndo foi alterado na presenca de
10 M de aminofilina, um inibidor néo seletivo das PDEs (KAZIC, 1977) (Figura 31 e
Grafico 18).

Até aqui, evidenciou-se que o mecanismo de acdo espasmolitica do RL-OE
em ileo de cobaia da-se através do bloqueio dos Cay, em especial dos Cay-L, além
da ativacdo/modulacéo positiva dos canais de K*, em especial dos subtipos BKc, €
Kv, 0 que possivelmente acarretaria uma hiperpolarizacdo de membrana com

consequente fechamento dos Cay.
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Uma vez que, todos os resultados obtidos até aqui apontam que o RL-OE
interfere na sinalizacédo do Ca** para assim exercer seu efeito espasmolitico em ileo
de cobaia. Decidiu-se corroborar esses achados em ambito celular, averiguando se
o RL-OE reduziria os niveis citosélicos de Ca** e para isso utilizou-se culturas de
miocitos da camada longitudinal de ileo de cobaia.

Inicialmente, nos estudos celulares, avaliou-se a viabilidade dos midcitos na
presenca e na auséncia do RL-OE (81 pug/mL) no periodo de 2 h (Grafico 19, n = 3)
utilizando o ensaio de reducdo do MTT. O ensaio de MTT, usado para medir a
atividade metabdlica de células viaveis, € quantitativo e sensivel. Por causa da
relacao linear entre atividade celular e absorbancia, o crescimento ou taxa de morte
de células pode ser mensurado (ATCC, 2013). Observou-se que ndao houve morte
celular, no periodo de 2 horas, tempo necessario para a reversibilidade do efeito
depois da retirada do RL-OE da cuba, nos experimentos funcionais. No entanto,
mais testes relacionados a citotoxicidade do Oleo essencial ndo devem ser
desconsiderados para atestar a sua seguranca.

Para ocorrer o relaxamento da musculatura lisa faz-se necessario a reducéo
da [Ca®*]., uma vez que o desencadeamento da contracéo e parte da manutencéo
desta contracdo depende do aumento da [Ca**]. (SOMLYO; SOMLYO, 1994). Com o
advento das técnicas de medida de fons Ca®" utilizando como ferramentas
indicadores fluorescentes sensiveis ao Ca?*, as mudancas na [Ca®']. sdo realizadas
em varios tipos de musculos lisos. E recentes avancos direcionados na tecnologia
de imagem, com a microscopia confocal, facilitaram a observacdo das
caracteristicas espaciais dos eventos e suas relacdes entre organelas e
microdominios de membrana (WRAY; BURDYGA; NOBLE, 2005).

Visto que as células musculares lisas da camada longitudinal do ileo de
cobaia mostraram-se viaveis na presenca do 6leo essencial, passou-se a avaliar se
a reducéo da [Ca*']. seria 0 meio pelo qual RL-OE estaria relaxando as preparacées
de musculo liso nos experimentos funcionais. A concentragdo de 81 pug/mL foi
escolhida, pois foi a maxima concentracdo necesséria para o ileo relaxar, quando o
agonista utilizado foi a histamina. Para se comprovar uma possivel reducdo na
[Ca®*]. por parte do RL-OE, o efeito do mesmo foi observado sobre a intensidade de
fluorescéncia do Ca®* citoplasméatico marcado com a sonda fluorescente fluo-4 e

guantificado em miécitos de ileo de cobaia.
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Os registros mostram que a concentracdo de 81 pg/mL do RL-OE reduziu a
intensidade de fluorescéncia, refletindo assim a diminuicdo da [Ca?']. (Figura 32B), a
reducdo da fluorescéncia foi em torno de 70%. Resultados semelhantes foram
observados apos a exposicdo dos midcitos a concentracdo de 1 uM do verapamil,
um bloqueador dos Cay-L (STANEVA-STOYTCHEVA; VENKOVA, 1992)
(Figura 32C), nao havendo diferenga significante entre os valores de porcentagem
de intensidade de fluorescéncia na presenca do RL-OE e do verapamil (Grafico 20).

Resultados similares foram evidenciados com o XL-OE, que reduziu a
intensidade de fluorescéncia em aproximadamente 80%, no entanto, o XF-OE
apresentou uma maior reducdo da intensidade de fluorescéncia, com 97% de
reducéo (CORREIA et al., 2013). Sugerindo assim, que a reducao da [Ca**]. ndo é o
anico mecanismo envolvido no efeito espasmolitico do RL-OE, uma vez que este foi
mais potente em inibir as contracdes fasicas induzidas por histamina nos
experimentos funcionais (Tabela 8), mas contraditoriamente, o XF-OE reduziu mais
eficientemente a [Ca®"]. nos experimentos celulares com midcitos intestinais.
Semelhantemente, o Oleo essencial das folhas de Lippia microphylla Cham.
(Verbenaceae), assim como os diterpenos (traquilobano-360 e traquilobano-318),
obtidos da espécie X. langsdorfiana, também reduziram a [Ca®']. dos midcitos
intestinal para exercer seu mecanismo de acao espasmolica em ileo de cobaia
(OLIVEIRA, 2013; SANTOS et al., 2012b).

Assim, demonstra-se nesse trabalho que o mecanismo de acao
espasmolitica do RL-OE em ileo de cobaia envolve bloqueio do influxo de Ca*, via
Cay-L, além da ativacdo/modulacéo positiva dos canais BKc, € Ky, 0 que levaria a

reducédo da [Ca®']. e consequente relaxamento desse orgéo.
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Na investigacdo do efeito espasmolitico dos 6leos essenciais das folhas de
espécies de Annonaceae: Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. & Tul. (XL-OE), Xylopia
frutescens Aubl. (XF-OE) e Rollinia leptopetala R.E. Fries (RL-OE) em modelos de

musculatura lisa pode-se concluir que:

e Aorta de rato
o O XL-OE apresenta uma baixa eficicia vasorrelaxante, enquanto que o
efeito vasorrelaxante do XF-OE depende dos fatores relaxantes
derivados do endotélio e o efeito do RL-OE independe desses fatores

relaxantes.

e Traqueia de cobaia
o Os XL-OE e XF-OE apresentam uma baixa eficacia espasmolitica
nesse 0rgao;
o O RL-OE foi o oOleo essencial mais eficaz nesse 6rgdo e seu
mecanismo de acdo espasmolitico parece independer dos fatores

relaxantes derivados do epitélio.

e Utero de rata
o O XL-OE apresenta baixa eficacia tocolitica, enquanto que o XF-OE e
0 RL-OE apresentam atividade tocolitica ndo seletiva, sendo mais

potente frente a ocitocina.
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e ileo de cobaia

©)

Todos o0s Oleos essenciais apresentam maior eficacia e poténcia
espasmolitica ha musculatura lisa intestinal;
Os XL-OE, XF-OE e RL-OE apresentam efeito espasmolitico ndo

seletivo, sendo o Ultimo mais potente frente a histamina.

e Mecanismo de acgao espasmolitica do RL-OE em ileo de cobaia

©)

©)

N&o envolve antagonismo competitivo dos receptores histaminérgicos;
Envolve o bloqueio dos canais de Ca*' dependentes de voltagem
(Cay), em especial os do tipo L;

Envolve a modulag&o positiva dos canais de K, particularmente os dos
subtipos BKc, € Ky;

N&o h& a participacéo da via dos nucleotidios ciclicos;

N&o é citotdxico sobre os midcitos da camada longitudinal de ileo de
cobaia;

Reduz o contetdo citosélico de Ca®" em midcitos intestinais de cobaia.
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Figura 33 — Esquema representativo do mecanismo de a¢do espasmolitica do

RL-OE em ileo de cobaia
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Fonte: Autor, 2013.

O mecanismo de acao espasmolitica do RL-OE em ileo de cobaia,@ nao envolve
antagonismo competitivo dos receptores histaminérgicos, @independe da participacdo da
via dos nucleotidios ciclicos, @ envolve o bloqueio do influxo de Ca?', via os Cay-L e a
@ ativacdo/modulacdo positiva dos canais de K*, particularmente os dos subtipos Ky e
BKca, hiperpolarizando as células intestinais, além de ndo ser citotoxico (ndo mostrado na
figura), @reduzir a [Ca®']c em mi6citos da camada longitudinal e consequentemente
relaxamento desse oOrgdo. As definicbes das abreviaturas estdo presentes na lista de
abreviaturas e no texto.
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Rev Bras Anestesiol REVIEW ARTICLE
2012; 62: 6: 820-837

Malignant Hyperthermia: Clinical and Molecular Aspects

Ana Carolina de Carvalho Correia "2, Polyana Cristina Barros Silva 2, Bagnélia Araujo da Silva '3

Summary: Correia ACC, Silva PCB, Silva BA — Malignant Hyperthermia: Clinical and Molecular Aspects.

Content: Malignant hyperthermia (MH) is a potentially lethal pharmacogenetic disorder that affects genetically predisposed individuals. It mani-
fests in susceptible individuals in response to exposure to Inhalant anesthetics, depolarizing muscle relaxants or extreme physical activity in hot
environments. During exposure to these triggering agents, there is a rapid and sustained increase of myoplasmic calcium (Ca?*) concentration
induced by hyperactivation of ryanodine receptor of skeletal muscle (RyR1), causing a profound change in Ca?* homeostasis, featuring a hyper-
metabolic state. RyR1, Ca®* release channels of sarcoplasmic reticulum, is the primary locus for MH susceptibility. Several mutations in the gene
encoding the protein RyR1 have been identified; however, other genes may be involved. Actually, the standard method for diagnosing MH sus-
ceptibility is the muscle contracture test for exposure to halothane-caffeine (CHCT) and the only treatment is the use of dantrolene. However, with
advances in molecular genetics, a full understanding of the disease etiology may be provided, favoring the development of an accurate diagnosis,
less invasive, with DNA test, and also will provide the development of new therapeutic strategies for treatment of MH. Thus, this brief review aims
to integrate molecular and clinical aspects of MH, gathering input for a better understanding of this channelopathy.

Keywords: Anesthetics, Inhalation; Calcium; Malignant Hyperthermia; Neuromuscular Blocking Agents; Ryanodine.

©2012 Elsevier Editora Ltda. All rights reserved.
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Vasorelaxant action of the total alkaloid fraction obtained from Solanum
paludosum Moric. (Solanaceae) involves NO/cGMP/PKG pathway
and potassium channels

Fabio S. Monteiro?, Ana C.L. Silva?, Italo R.R. Martins ? mARaedeneortaia ¢, lonaldo J.L.D. Basilio?,
Maria F. Agra®<, Jnanabrata Bhattacharyya®, Bagnélia A. Silva®-¢-*
2 Centro de Cténctas da Satide/ Universidade Federal da Paraiba, Brazil

b University of Georgta, Department of Chemistry, Athens, United States
© Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Centro de Ciénctas da Saiide, Universidade Federal da Paraiba, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Ethnopharmacological relevance: Solanum paludosum Moric. (jurubeba-roxa) is commonly used to treat
Received 2 December 2011 hypertension as a substitute for Solanum paniculatum L. (jurubeba verdadeira). The total ethanolic extract

Received in revised form 13 February 2012
Accepted 17 March 2012
Available online 26 March 2012

from the root bark of Selanum paludosum have been found to cause hypotension in rats.

Aim of the study: To investigate the mechanism by which the total alkaloid fraction obtained from the
root bark of Solanum paludosum (FAT-SP) acts as a vasorelaxant agent on rat thoracic aorta.

Materials and methods: Rings of rat aorta were suspended in organ bath containing Krebs solution at 37 °C,

ml::sp;amdosum bubbled with carbogen mixture (95% Oz and 5% COz) under a resting tension of 1 g. Isometric contractions
Total alkaloids were measured using a force transducer coupled to an amplifier and a microcomputer.

Rat aorta Results: FAT-SP has been found cause relaxation of the aortic rings pre-contracted with phenyle-
NO/sCG/PKG pathway phrine (Phe) in a concentration-dependent manner, in the presence and absence of endothelium.
Potassium channels This effect was more potent on the endothelium-intact aorta. In the presence of endothelium, nei-

ther indomethacin (non-selective cyclooxygenase inhibitor) nor atropine (non-selective muscarinic
receptor antagonist), produced significant changes on the relaxation response. On the other hand,
in the presence of calmidazolium (a calmodulin inhibitor), N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME,
nitric oxide synthase inhibitor), hydroxocobalamin (HDX) (scavenger of free-radical nitric oxide), 1-
H-[1,24]-oxadiazolo-[4,3a}-quinoxalin-1-one (ODQ, selective blocker of soluble guanylate cyclase),
Rp-8-bromo-B-phenyl-1,N?-ethenoguanosine 3':5'-cyclic monophosphorothioate sodium salt hydrate
(Rp-8-Br-PET-cGMPS, competitive inhibitor of cGMP-dependent protein kinase G) or TEA* (tetraethy-
lammonium, nonselective potassium channel blocker), the vasorelaxant effect was significantly reduced,
suggesting the involvement of NO/sCG/PKG pathway and potassium channel opening in vasorelaxant
action of the FAT-SP.

Conclusion: The mechanism of vasorelaxant activity of the FAT-SP on rat aorta involves both NO/sCG/PKG
pathway and potassium channels.

© 2012 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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Spasmolytic effect of galetin 3,6-dimethy] ether,
a flavonoid obtained from Piptadenia stipulacea
(Benth) Ducke

Cibario Landitn Mackro?, Lais Hensique Casae Varooecaros?,

Atin Cavolihe de G CoRazial, el Ressi Boseto MagTme!,

Diayziahhe Peeeien d= Lma', Garbara Viviaha d= Oliveisa SawroztF and
Baghdlin Asaiijo da Boval

Leboraiario dv Teomalogmo Fermacsuiica, Thiversidsds Federsl da Faraiba, Braxi;
Liwipersideds Federsl da Peraita, Comtro de Cismeiar do Sy, Diparisments de
Cidmeins F, L. B

Eeceived Jume £1, 2011; Accepted Jaby 20, 2041

Abstract

Fiofademis siipufeces (Benth) Ducke is o ree of the Caatingn, in Northeest Brasil,
popularty kmowmn e “Jurema-hranes™, “Jorema mall=Es-da-serre”, “Carcard™ and “Catumbi™,
In folk madime=, a desoction or toehore of its bark snd egves ore mad to et woonds snd
a5 healing gpents.  Goletm 3,8 dimethyl sther (FZAL) is & Avvonoid isolared from the oeris]
components of Pistsdenia shipuisors (Benth) Cucke. 'We derided to meestgate 2 possihles
FGAL spesmolrtic efest on preparations of both the puoines pig flenm snd traches, the rat
nterus gnd the mabs Tot sorts. FGAL inhibited axytocin (10 = 2.2 + 0 x 10~ M) md
cartwchal (CChndueed (I0m = 7.7 = 12 3 10 M) phosie contractons n the ot meros,
but wes more effertive in the nhibitim of the oxptosin-indured contrections. In the guines
pig flenm, FGAL equipotentty inhihited CCh (ICm = B =+ 0.4 x 10 M) ond histamine-
induced {IC; = 22 + 0.5 x 10+ M) phasie contrections. FGAL equipotently and
comeentretion-dependenthy relawed gnines pig traches preparabions pre-conracted with SO,
baoth in the ghsence (ECp = 0.5 = 01 ® 10" M) snd presenes (BECg = L0 + 01 2 205 M)
of o fimedongl epitheliom. PGAL slso reloxed preporotions of the rat sorte pre-pontracted
with phenylephrine in both the sheence (ECa = 5.0 = 1.1 ® 10 M) ond presens= (ECa =
54 = 1% x 10-* M) of 2 funeticnsl endothetiom FZAL shows o non-sslective spesmoirtie
effert on =ech of the smooth musde preparations we heve tested, but with = greater efect oo
those from the rot gorta. The relaxont effest oo preparetions of both the puinea piz traches
and the rat gorts s=ems to pot mevolve the epithelfum or eodothe fum-derived relexng
frtors.

Erey words: Fistsdmia stipuwlsces, spasmolytic =ffact, smooth muosce, poal=tn 3,9-
dimeathoyl ether

Cormespondence toc Cibeirio Lentim MacETO, Laborstio de Tecnologh Foamaréutica, Undrersidade Federal
de Pereita, Compus I B8.0EL-FT0, PO Box EOC2, Jodo Pemsoa, Porethe, Brosil
Phone: +EE-B2-2Z167105 Pex +E583-2016-7002 e-meil: bognolis!3 i udd br or cerinlindmifhotmed] com
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ANEXO A - Certiddo de aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
(CEPAI/LTF).

UNNERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
- .LABORATBRIO DE TECNOLOGIA FARMACEUTICA

CERTIDAO

Jodo Pessoa, 10 de abril de 2010.
CEPA N°. 0103/10

limo(a). Sr(a).

Pesquisadores: Profa. Dra. Bagnélia Aradjo da Silva

Departamento/Setor: LTF

Ref.: Estudo comparativo da potencial atividade espasmodica de Glecs essenciais
obtidos de trés espécies de annonaceae: Rollinia leptopetala R.E. Fries, Xylopia
langsdorfiana A. St.-Hil & Tul. e Xylopia frutescens Aubl.

O Comité de Etica em Pesquisa Animal do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba, em reunifo, ANALISOU e
APROVOU a execugio do projeto acima.

NGmero de animais: 120 ratos, 80 ratas e 180 cobais
Periodo: até outubro de 2013.

Atenciosamente,

[ e Petopr it

Profa. Dra. Sandra Rodrigues Mascarenhas
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa Animal do LTF/UFPB

LABORATORIO DE TECNOLOGIA FARMACEUTICA « UFPB » CAIXA POSTAL 5009 « CEP 58051-970
JOAO PESSOA » PARAIBA « BRASIL » FAX: (083) 216-7502 - 216-7511
FONE: (083} 216-7173 - 216-7125 = Home Page: hitp:/iwvw t.ufpb br



