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Resumo 



RESUMO 

Muitas espécies de Annonaceae são odoríferas, devido à presença de óleos 
essenciais e estes têm despertado um grande interesse farmacológico por 
apresentarem atividade sobre a musculatura lisa. Assim, decidiu-se investigar a 
possível atividade espasmolítica dos óleos 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, útero rata, traqueia e íleo 
de cobaia, além de elucidar o mecanismo de ação do óleo essencial que 
apresentasse uma melhor atividade espasmolítica em um dos órgãos testados. 
Foram realizadas medidas de contrações isotônicas e isométricas e do cálcio 
citosólico. Na triagem farmacológica preliminar todos os óleos essenciais 
apresentam maior eficácia e potência espasmolítica em íleo de cobaia, quando 
comparados aos outros órgãos, sendo o RL-OE o produto natural mais promissor. 
Assim, passou-se a caracterizar o mecanismo de ação do RL-OE nesse órgão. O 
RL-OE inibiu as curvas cumulativas à histamina, desviando-as para direita, de 
maneira não paralela e com redução do Emax, descartando um antagonismo do tipo 
competitivo, além de relaxar o íleo pré-contraído por KCl (40 mM), carbacol (10-6 M) 
ou histamina (10-6 M). Como o passo comum na via de sinalização destes agentes 
contráteis são os canais de Ca2+ dependentes de voltagem (CaV), hipotetizou-se que 
o RL-OE estaria impedindo o influxo de Ca2+ através destes canais. Foi observado 
que o RL-OE antagonizou as contrações induzidas por CaCl2 em meio 
despolarizante nominalmente sem Ca2+, além de relaxar o íleo pré-contraído por 
S-(-)-Bay K 8644, um agonista dos CaV-L, demonstrando que o subtipo de CaV 
envolvido é o CaV-L. Como a potência relaxante do RL-OE foi maior quando o órgão 
foi pré-contraído com KCl do que pelo S-(-)-Bay K8644 é sugestivo de que outros 
mecanismos estão envolvidos no efeito espasmolítico do RL-OE. Sabendo que os 
CaV podem ser modulados pelos canais de K+, decidiu-se investigar a participação 
desses canais. A ação espasmolítica do RL-OE parece envolver ativação/modulação 
positiva dos canais de K+ dependentes de voltagem (KV) e dos ativados por Ca2+ de 
grande condutância (BKCa), uma vez que houve desvio da curva de relaxamento do 
RL-OE para direita na presença dos bloqueadores: 4-aminopiridina (4-AP), seletivo 
para os KV; tetraetilamônio (TEA+) 1 mM e iberiotoxina, seletivos para os BKCa. A 
confirmação da participação dos KV e BKCa foi feita através do bloqueio simultâneo 
(TEA+ e 4-AP) e constatada, uma vez que, a potência relaxante foi similiar quando o 
bloqueio era realizado por um bloqueador não seletivo dos canais de K+ (CsCl). Nos 
experimentos celulares, a viabilidade dos miócitos da camada longitudinal do íleo de 
cobaia não foi alterada na presença do RL-OE (81 µg/mL) e a intensidade de 
fluorescência nos miócitos intestinais estimulados por histamina foi reduzida em 
consequência da redução da concentração citosólica de Ca2+ ([Ca2+]c). Assim, o 
mecanismo de ação espasmolítico do RL-OE em íleo de cobaia envolve bloqueio do 
influxo de Ca2+, via CaV, além da ativação/modulação positiva dos KV e BKCa, o que 
levaria a redução da  [Ca2+]c e, consequente, relaxamento desse órgão. 
Palavras-chave: Rollinia leptopetala, Xylopia, produtos naturais, músculo liso, 
cálcio. 
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Abstract 



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 Ca2+ 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 Emax reduction, discarding thus a competitive 
type antagonism and relaxed the guinea pig ileum contracted by KCl (40 mM), CCh 
(10-6 M) or histamine (10-6 M). How the common pathway of signaling of these 
contractile agents are the voltage-gated Ca2+ channels (CaV), we hypothesized that 
RL-OE would be preventing the Ca2+ influx through CaV. it was observed that RL-OE 
antagonized the CaCl2- induced contractions in a depolarizing medium namely 
without Ca2+, in addition to relax guinea pig ileum pre-contracted by S-(-)-
Bay K 8644, a CaV-L selective agonist, demonstrating that the CaV subtype involved 
is CaV-L. How the relaxant potency of RL-OE was higher when the organ was pre-
contracted by KCl this is suggestive that other mechanism would be involved on RL-
OE spasmolytic effect. Since the CaV 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 (KV) 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 KV; 
tetraethylammonium (TEA+) 1 mM and IbTX, selectives to BKCa. The confirmation of 
KV and BKCa 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 µg/mL) presence and 
the fluorescence intensity in these intestinal myocytes stimulated by histamine was 
reduced due to cytosolic Ca2+ concentration ([Ca2+]c). Thus the mechanism of action 
spasmolytic of RL-OE on guinea pig ileum involves blocking the Ca2+ influx, by CaV, 
in addition to positive activation/modulation of KV and BKCa, that would lead to 
reduced of [Ca2+]c and consequent relaxation of this organ. 
Keywords: Rollinia leptopetala, Xylopia, natural products, smooth muscle, calcium. 
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1 Introdução 

 

 

 

 

A natureza sempre despertou no homem um fascínio encantador, não só 

pelos recursos oferecidos para a alimentação e a manutenção, mas por ser a 

principal fonte de inspiração e aprendizado. A busca incessante pela compreensão 

das leis naturais e o desafio de transpor barreiras à sobrevivência, como o clima e 

as doenças, levaram o homem ao atual estágio de desenvolvimento científico 

(VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006). 

Os produtos naturais, especialmente os de origem vegetal, continuam sendo 

fontes de substâncias potencialmente aplicáveis com propriedades biológicas, 

farmacológicas ou terapêuticas (CALIXTO, 2005). Estima-se que das 300 mil 

espécies de plantas no mundo, apenas 15% delas tenham sido submetidas a algum 

estudo científico para avaliar suas potencialidades na preparação de novos produtos 

farmacêuticos (BRANDÃO et al., 2010). 

Apesar dos obstáculos presentes no desenvolvimento de fármacos 

baseados em derivados de plantas, o interesse da indústria farmacêutica pela 

procura de substâncias vegetais biologicamente ativas foi reativado na década de 

90. Embora avanços tecnológicos importantes tenham sido conquistados pela 

química sintética, muitos compostos bioativos isolados de plantas são formados por 

misturas de moléculas complexas, tornando sua obtenção no laboratório um 

processo por vezes inviável (WALSH; FISCHBACH, 2010). 

Dentre os vários produtos naturais obtidos de plantas, destacam-se os óleos 

essenciais. Estas substâncias são constituídas, na maioria das vezes, por misturas 

complexas que podem ser originadas, pela biossíntese, a partir do ácido mevalônico 
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por duas vias biossintéticas distintas: a série terpênica e, menos frequentemente, a 

dos fenilpropanoides (SAAD et al., 2009). 

Os óleos essenciais são amplamente utilizados nas indústrias farmacêutica, 

sanitária e agronômica devido as suas propriedades já observadas na natureza, 

como por exemplo, bactericida, fungicida e inseticida (BAKKALI et al., 2008). Em 

função da grande diversidade química de seus componentes, outras importantes 

funções biológicas e fisiológicas são atribuídas a estas substâncias, sendo também 

muito pronunciadas as ações anti-inflamatória e antiespasmódica (MAGALHÃES et 

al. 2004, MADEIRA et al., 2005, ASEKUN et al., 2007,  DU et al., 2007). 

Muitas espécies pertencentes à família Annonaceae são odoríferas, devido à 

presença de óleos essenciais que são constituídos principalmente por compostos 

mono- e sesquiterpênicos (FOURNIER; LEBOEUF; CAVÉ, 1999). Além disso, várias 

espécies dessa família são utilizadas popularmente para vários propósitos 

(LEBOEUF et al., 1982a), dentre eles como tônico pós-parto, para problemas 

estomacais, no tratamento de bronquite, em problemas biliares e disenteria (IWU, 

1993).  

Dentre os vários gêneros presentes na família Annonaceae merece 

destaque os gêneros Xylopia e Rollinia, uma vez que há relatos de utilizações 

populares (AGRA et al., 2007, ASFAW; DEMISSEW, 1994, DUKE; VASQUEZ, 1994, 

TAKAHASHI et al, 1995, TAKAHASHI et al, 2006), bem como comprovações de 

atividades farmacológicas relacionadas à musculatura lisa, como por exemplo: 

atividade espasmolítica em útero de rata, nos leitos vasculares aórticos e 

mesentéricos de rato, em traqueia e íleo de cobaia (MACÊDO, 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, o interesse em investigar os óleos essenciais com atividade 

sobre a musculatura lisa reside no fato de que substâncias espasmolíticas têm uma 

vasta aplicação em vários processos fisiopatológicos, tais como: asma, hipertensão, 

arritmias cardíacas, angina do peito, disfunção erétil, diarreias, espasmos tanto 

renais como intestinais e uterinos. Além disso, como os mecanismos de contração e 

de relaxamento muscular envolvem mobilizações de íons Ca2+ e este íon medeia 

grande parte das ações das drogas no nosso organismo, o músculo liso se 
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apresenta como modelo para se investigar mecanismos de ação de substâncias que 

envolvem a sinalização do Ca2+ (WEBB, 2003). 

Diante do exposto, investigou-se a possível atividade espasmolítica dos 

óleos essenciais obtidos das folhas de Xylopia langsdorfiana, Xylopia frutescens e 

Rollinia leptopetala em várias preparações de músculo liso (vascular, respiratório, 

uterino e intestinal). Além de avaliar de qual maneira o óleo essencial de R. 

leptopetala estaria atuando sobre as vias que regulam o processo de contração e 

relaxamento do músculo liso intestinal para, assim, desencadear seu efeito 

espasmolítico nesse músculo, utilizando para tanto técnicas e ferramentas 

farmacológicas em nível funcional e celular. 
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2 Revisão bibliográfica 

 

 

 

 

2.1 Produtos naturais e a fitoterapia no Brasil 

 

As plantas medicinais são usadas em muitas culturas há milhares de anos e 

as informações sobre o uso dos recursos naturais desempenham um papel vital na 

descoberta de novos produtos a partir de plantas como agentes terapêuticos (SILVA 

et al., 2012). Dados da literatura indicam que cerca de 80% da população mundial 

ainda depende de plantas para cuidados primários de saúde e apesar dos 

progressos na química sintética, aproximadamente 25% dos medicamentos 

prescritos são ainda provenientes, direta ou indiretamente das plantas (FOWLER, 

2006). 

Apesar das plantas medicinais fazerem parte da cultura popular, nas últimas 

décadas o interesse pela fitoterapia teve um aumento considerável entre usuários, 

pesquisadores e serviços de saúde (ROSA; CÂMARA; BÉRIA, 2011). Os produtos 

naturais vêm recuperando espaço e importância na indústria farmacêutica, sendo 

fonte e inspiração para uma grande fração da atual farmacopeia (KINGSTON, 2011). 

É importante ressaltar que alguns estados e municípios brasileiros vêm realizando 

nas últimas décadas a implantação de programas de fitoterapia na atenção primária 

à saúde, com o intuito de suprir as carências medicamentosas de suas 

comunidades. Atualmente, 12 medicamentos fitoterápicos estão disponibilizados na 

rede pública de saúde para o tratamento da dor, de inflamações e de disfunções, 

além de outras doenças de baixa gravidade (BRASIL, 2013). 

Os medicamentos fitoterápicos são definidos, segundo a resolução 

RDC nº 14 de 31 de março de 2010, como aqueles obtidos com emprego exclusivo 
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de matérias-primas ativas vegetais, cuja eficácia e segurança são validadas por 

meio de levantamentos etnofarmacológicos, de sua utilização, de documentações 

tecnocientíficas ou de evidências clínicas. São caracterizados pelo conhecimento da 

eficácia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constância de 

sua qualidade. Não sendo considerado medicamento fitoterápico aquele que inclui 

na sua composição substâncias ativas isoladas, sintéticas ou naturais, nem as 

associações dessas com extratos vegetais. Esta resolução possui como objetivo, 

estabelecer os requisitos mínimos para o registro de medicamentos fitoterápicos e 

revoga a RDC nº 48 de 16 de março de 2004 (BRASIL, 2010).  

Quanto à comercialização de medicamentos fitoterápicos, as principais 

classes terapêuticas comercializadas no Brasil são indicadas como psicoléticos 

(sedativos, ansiolíticos e antidepressivos), antivaricosos, anti-hemorroidários, 

auxiliares digestivos e hepáticos, antiespasmódicos, tônicos, laxantes, 

descongestionantes, antigripais e para auxiliar na circulação cerebral (VALEZE; 

BRENZAN, 2011). No Brasil, as especialidades farmacêuticas mais comercializadas 

são o Tebonin® e o Tanakan® (Gingko biloba) indicados para distúrbios vestibulares 

e cerebrais, o Laitan® (Piper methysticum) indicado como ansiolítico (SCHULZ; 

HANSEL; TYLER, 2002) e o Acheflan® (Cordia verbenacea DC.) indicado como 

anti-inflamatório de uso tópico (HENRIQUE et al., 2009).  

Nesse sentido, a biodiversidade brasileira revela uma grande oportunidade 

para a pesquisa e o desenvolvimento de novos produtos fitoterápicos. Embora 

apenas uma pequena parte de seus componentes tenha sido adequadamente 

estudada e seus benefícios futuros ainda não sejam totalmente conhecidos 

(FERRO; BONACELLI; ASSAD, 2006). Visando contribuir com a pesquisa 

envolvendo plantas medicinais da flora brasileira, foram escolhidas três espécies 

pertencentes à família Annonaceae, uma vez que esta família possui muitas plantas 

medicinais com conhecidas importâncias química, econômica e farmacológica. 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             

2.2 A Família Annonaceae  

 

A família Annonaceae foi descrita em 1789, por Jussieu (HUTCHINSON, 

1973), apresenta uma distribuição pantropical com cerca de 120 gêneros e 

aproximadamente 2.300 espécies (MASS et al., 2001), constituída por plantas 
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arbóreas ou arbustivas, sendo as trepadeiras também muito frequentes 

(HEGNAUER, 1964).  

No Brasil essa família apresenta 26 gêneros e 260 espécies (MASS et al., 

2001) distribuídas nas florestas atlântica e amazônica, sendo que todos os gêneros 

têm ocorrência registrada na Amazônia (BARROSO, 1978). No estado da Paraíba, 

segundo levantamento realizado no Herbário JPB sobre as Annonaceae, 

registraram-se sete gêneros e 12 espécies (PONTES; BARBOSA; MASS, 2004). 

A família Annonaceae é conhecida principalmente por seus frutos 

comestíveis, 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., são utilizados como 

condimento (EKUNDAYO, 1989; SILVA; ROCHA, 1981). Muitas espécies desta 

família são empregadas na produção de álcool, na perfumaria e no tratamento de 

várias enfermidades (LEBOEUF et al., 1982a). 

Essa família é muito rica na diversidade de substâncias químicas, sendo 

caracterizada pela presença de terpenoides (especialmente diterpenos), alcaloides 

(um grande número são derivados isoquinolínicos), além de óleos essenciais cuja 

composição é predominantemente de monoterpenos e sesquiterpenos (LEBOEUF et 

al., 1982a; SILVA et al., 2009). 

Dentre os vários gêneros presentes nesta família selecionamos os gêneros 

Xylopia e Rollinia para investigar se estes apresentam alguma propriedade 

farmacológica em modelos de musculatura lisa. 

 

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

frutescens Aubl.  

 

O gênero Xylopia possui aproximadamente 160 espécies (MAAS et al., 

2001). Algumas espécies desse gênero são utilizadas popularmente, como por 

exemplo, os frutos de X. aethiopica (Dunal) A. Rich que são usados como 

carminativo, tônico pós-parto, para distúrbios estomacais, no tratamento de 

bronquite, em distúrbios 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 doenças de pele e como diurético 

(TAKAHASHI et al., 2006).  
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Além das várias utilizações populares, algumas espécies desse gênero 

foram submetidas a testes farmacológicos e apresentaram várias atividades como: 

antioxidante e antifúngica observada por alguns alcaloides isolados de X. championii 

Hook.f. & Thoms. (PUVANENDRAN et al., 2008), leishmanicida e tripanossomicida 

induzida pelo vários extratos obtido de X. aromatica (Lam.) Mart. (OSORIO et al., 

2007), hipotensora induzida pelo extrato hidroalcoólico 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 árvore medindo de 5 a 7 metros de altura (MAAS et al., 

2001), sendo popularmente conhecida como “pimenteira-da-terra” no Nordeste do 

Brasil (CORRÊA, 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 já foram isolados e identificados uma variedade de classes 

de metabólitos secundários, como: alcaloides (TAVARES et al., 2004), terpenoides 

TAVARES et al., 2006; TAVARES et al., 2007a, SILVA et al., 2009; DUARTE, 2009), 

feoforbídeo e flavonoide glicosilado (SILVA et al, 2009). Além disso, o óleo essencial 

obtido das folhas já foi estudado quanto a sua composição química, onde os 

constituintes majoritários são germacreno D (22,9%), trans-β-guaieno (22,6%), 

β-cariofileno (15,7%) e α-pineno (7,3%) (TAVARES et al., 2007b). 

A B 
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Apesar de não haver relatos da utilização popular dessa espécie (CORRÊA, 

1984), alguns estudos farmacológicos foram realizados, utilizando os critérios 

quimiotaxonômicos, e observou-se que o extrato etanólico bruto (EEtOH) das partes 

aéreas de X. langsdorfiana apresentou atividade antidiarreica em camundongos 

(SILVA, 2010) e que o EEtOH e a fase hexânica (FaHex) das partes aéreas de X. 

langsdorfiana mostraram atividade gastroprotetora em ratos (MONTENEGRO et al., 

2011). 

Além disso, várias evidências de atividades farmacológicas apresentadas 

por essa espécie foram atribuídas a substâncias da classe dos terpenoides 

(diterpenos). O ácido 8(17),12E,14-labdatrieno-18-oico (labdano-302) mostrou efeito 

espasmolítico em útero isolado de rata e íleo 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 ativação dos canais de potássio 

sensíveis a voltagem e retificadores de entrada (KV e Kir, respectivamente), além da 

ativação da via de sinalização AMPc-PKA e bloqueio dos canais de cálcio 

dependentes de voltagem do tipo L (CaV-L) (RIBEIRO, 2007). Em traqueia de 

cobaia, esse efeito relaxante envolve a ativação dos canais de K+ ativados pelo Ca2+ 

de grande condutância (BKCa) e da proteína cinase dependente de monofosfato 

cíclico de adenosina (AMPc), a PKA (RIBEIRO et al., 2007). Em íleo de cobaia, 

envolve a modulação positiva dos canais de K+, o que indiretamente bloqueia o 

influxo de Ca2+ através dos canais de Ca2+ dependentes de voltagem (CaV) 

(MACÊDO, 2008). Em útero isolado de rata, esse efeito tocolítico envolve a 

modulação positiva dos canais de K+ ativados pelo Ca2+ de pequena condutância 

(SKCa), além da participação de fosfodiesterases (PDEs) (TRAVASSOS, 2010). Além 

disso, possui atividade hipotensora e taquicárdica reflexa em ratos normotensos não 

anestesiados e efeito vasorrelaxante em artéria mesentérica superior de ratos 

(OLIVEIRA et al., 2006).  

Também foi isolado dessa espécie o ácido ent-7-acetoxitraquiloban-18-oico 

(traquilobano-360), um diterpeno do tipo traquilobano. Tendo relatos de seu efeito 

antitumoral em células leucêmicas (SILVA et al., 2005), atividade moluscicida frente 

ao caramujo Biomphalaria glabrata (QUEIROGA et al., 2006), atividade 

antinociceptiva no modelo de contorção 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 espasmolítico em íleo de 
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cobaia (SANTOS et al., 2012a), sendo seu mecanismo de ação a modulação 

positiva dos canais de K+ e negativa dos CaV, eventos que culminam com a redução 

da concentração de cálcio citosólica ([Ca2+]c) e consequente relaxamento deste 

músculo liso (SANTOS et al., 2012b). 

Outro diterpeno da classe dos traquilobanos isolado dessa espécie foi o 

ácido ent-7α-hidroxitraquiloban-18-oico (traquilobano-318). Sendo relatada a 

atividade antitumoral em células de sarcoma 180 (PITA et al., 2009). Assim como o 

efeito espasmolítico em íleo de cobaia (SANTOS et al., 2012a), sendo seu 

mecanismo de ação 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 et al., 2012a) e o seu 

mecanismo envolve a modulação positiva dos canais de K+ (MARTINS et al., 2013). 

A outra espécie desse gênero selecionada para estudo foi a espécie Xylopia 

frutescens Aubl. (Figura 2) que é uma árvore medindo de 8 a 10 metros de altura, 

conhecida popularmente por “embira”, “semente-de-embira” e “embira-vermelha”. Há 

relatos da utilização popular dessa espécie como estimulante da bexiga, agente 

antimicrobiano, contra reumatismo (TAKAHASHI et al, 1995), anti-inflamatória 

(BRAGA et al., 2000) e como antidiarreica (DUKE; VASQUEZ, 1994). Além disso, 

seus frutos são utilizados popularmente como condimento substitutivo da 

pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002), por possuir a 

mesma composição de monoterpenos da P. nigrum, a espécie X. frutescens pode 

ser usada como sucedâneo desta (ROCHA et al., 1980). P. nigrum é amplamente 

utilizada pela população para várias indicações dentre elas para diarreia, rouquidão, 

indigestão, problemas de fígado e doença pulmonar (RAO et al., 2011). 

Há relatos na literatura de alguns estudos fitoquímicos para essa espécie, 

onde foram isolados das cascas da raiz vários 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 composição química dos 

óleos essenciais das folhas, sendo os constituintes majoritários o cariofileno 

(23,91%), γ-cadineno (12,48%), β-ocimeno (8,19%), cadin-4-en-10-ol (5,78%), 

viridiflorol (4,83%) e γ-elemeno (4,55%) (LUNGUINHO, 2012).  
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Figura 2 – Foto de Xylopia frutescens Aubl. (A); detalhes de suas folhas (B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Alex Popovkin, 2008. http://www.flickr.com/photos/plants_of_russian_in_brazil/ 

(acessado em: 29 de julho de 2012) 

 

O extrato hexânico das sementes de X. frutescens apresentou atividade 

inibitória da 5-lipoxigenase, além disso, o ácido caurenoico, um diterpeno do tipo 

caureno, abundante nas sementes dessa espécie apresentou atividade 

anti-inflamatória, justificando seu uso popular para processos inflamatórios (BRAGA 

et al., 2000; JENNET-SIEMS et al., 1999). O ácido caurenoico também apresentou 

atividade parcial in vitro contra o protozoário Trypanasoma cruzi, que causa a 

doença de Chagas e também contra cepas de Plasmodium falciparum, que causam 

a malária, resistentes à cloroquina (MELO et al., 2001). O extrato das cascas dessa 

espécie apresentou moderada atividade antiviral, inibindo a protease do vírus da 

imunodeficiência humana (HIV-PR) (MATSUSE et al., 1999). O óleo essencial das 

folhas apresentou atividade antitumoral frente às células da linhagem sarcoma 180 e 

toxicidade aguda moderada, porém as alterações são reversíveis, que não 

representa um fator limitante para sua possível aplicabilidade terapêutica 

(LUNGUINHO, 2012). 

 

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

 

O gênero Rollinia é constituído por 65 espécies, que ocorrem, 

principalmente, na América do Sul e com poucas espécies no México, Caribe e 

América Central (LEBOEUF et al., 1982a). Várias atividades farmacológicas foram 

evidenciadas para espécies desse gênero como: antitumoral e citotóxica observada 

A B 

http://www.flickr.com/photos/plants_of_russian_in_brazil/
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pelo extrato etanólico obtido das raízes de R. papilionella Diels (DABRAH; SNEDEN, 

1983), inibidora da proteína cinase C (PKC) evidenciada pelo extrato etanólico 

obtido das cascas das raízes de R. sericea R. E. Fries (BARNES; SCHANEBERG; 

SNEDEN, 1995), inibidora da interleucina II e da proteína fosfatase observada por 

três alcaloides obtidos das espécies R. ulei Diels (MISKI et al., 1995), antiplasmodial 

contra cepas de Plasmodium falciparum, sensíveis e resistentes à cloroquina 

(OSORIO et al., 2006), antimicrobiana e antifúngica observada pelo extrato etanólico 

obtido das cascas de R. mucosa Baill. (CAETANO; DADOUN, 1987) e os alcaloides 

obtidos dessa mesma espécie demonstraram atividade antiagregante plaquetária 

(KUO et al., 2001). Além disso, o extrato metanólico obtidos das folhas R. exsuca 

apresentou atividade espasmolítica em íleo isolado de cobaia (MONTEIRO et al., 

2008). 

Desse gênero selecionou-se a espécie Rollinia leptopetala R. E. Fries 

(Figura 3) que é uma árvore ou arbusto, endêmica do Brasil com nome popular de 

“pinha-brava”, “bananinha” e “pereiro” (MAAS; VESTRA, 1992). É usada 

popularmente, na região 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 há alguns relatos de estudos fitoquímicos para essa espécie, 

onde foram isolados os alcaloides tetrahidroprotoberberínico (SETTE et al., 

2000a,b), (-)-3-hidroxinornuciferina e (+)-norisocoridina; o derivado cafeico, cafeato 

de α-terpineol; os sesquiterpenos espatulenol, β-cariofileno e 

A B 
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4β,10α-aromadendrano-diol (COSTA et al., 2012) e identificada a composição 

química do óleo essencial obtido das folhas, possuindo 22 componentes, sendo os 

constituintes majoritários o biciclogermacreno (22,47%), cis-4-tujanol (17,37%), 

α-terpineol (8,42%), germacreno D (7,72%), trans-cariofileno (6,63%) e guaiol 

(4,61%) (COSTA et al., 2008).  

Quanto aos estudos com atividades farmacológicas para essa espécie, há 

evidências de atividade tóxica do extrato metanólico contra o microcrustáceo 

Artemia salina (DAVID et al., 2007), de atividade larvicida dos óleos essenciais 

obtidos das folhas e do caule, do extrato metanólico das raízes e do alcaloide 

oxoaporfinico, liriodenina, frente às larvas do mosquito Aedes aegypti (FEITOSA et 

al., 2009), de atividade espamolítica do extrato metanólico obtido das folhas, em íleo 

isolado de cobaia (MONTEIRO et al., 2008). O extrato etanólico bruto das folhas de 

R. leptopetala apresentou baixa citotoxicidade em células sarcoma 180 (COSTA et 

al., 2012) e o óleo essencial obtido das folhas também apresentou atividade 

moduladora da ação do antibiótico norfloxacino contra cepas de Staphylococcus 

aureus resistentes a este antimicrobiano (COSTA et al., 2008). Além disso, 

apresentou baixa toxicidade e efeito antitumoral em células leucêmicas (MOREIRA; 

CASTELO-BRANCO, 2011). 

 

2.5 Óleos essenciais 

 

Os óleos essenciais são compostos complexos, naturais e voláteis, límpidos, 

raramente coloridos, caracterizados por um forte odor e são produzidos por plantas 

aromáticas como metabólitos secundários. Eles podem ser sintetizados por todos os 

órgãos 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 são solúveis em lipídios e em solventes orgânicos, com uma densidade 

geralmente menor do que a da água. São extraídos de diversas plantas aromáticas, 

geralmente localizadas em países de clima temperado à quente como do 

Mediterrâneo e dos países tropicais, onde eles representam uma parte importante 

da farmacopeia tradicional (BAKKALI et al., 2008). 

É importante salientar que há variações na composição quanti e qualitativa 

destes produtos naturais a depender da composição química do solo (SANTOS et 
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al., 2012c); fase de crescimento e maturação da planta (TAVARES et al., 2005); 

sazonalidade da coleta (CERQUEIRA et al., 2009); temperatura do ar de secagem 

do material vegetal (RADÜNZ et al., 2002), dentre outras variáveis. 

Os óleos essenciais são compostos basicamente por dois grupos de origem 

biossintética distintas: o principal grupo é constituído por terpenos e o outro é 

constituído por componentes alifáticos e aromáticos. Ambos os grupos são 

caracterizados por moléculas com baixo peso molecular. Geralmente, o componente 

majoritário é o responsável pela atividade biológica apresentada pelo óleo essencial, 

porém o complexo não pode ser desprezado, uma vez que pode haver sinergismo 

entre as substâncias constituintes do óleo (BAKKALI et al., 2008). 

 Estima-se que cerca de 3000 óleos essenciais são conhecidos, dos quais 300 

são comercialmente importantes, especialmente para as indústrias farmacêutica, 

alimentar, agronômica, sanitária, cosmética e de perfumes. Os óleos essenciais ou 

algum de seus componentes são muito usados em perfumarias, produtos sanitários, 

produtos ortodônticos, agronômicos e indústria alimentícia (HENRIQUE et al., 2009). 

Ademais, os óleos essenciais parecem apresentar propriedades medicinais para 

curar uma ou outra disfunção orgânica ou doença sistêmica (SILVA et al., 2003; 

HAJHASHEMI et al., 2003; PERRY et al., 2003). 

Diante desse contexto, o Brasil tem lugar de destaque na produção de óleo 

essencial, ao lado da Índia, China e Indonésia, que são considerados os quatro 

grandes produtores mundiais (BIZZO et al., 2009) e parece ser evidente o potencial 

que os óleos essenciais vêm adquirindo no desenvolvimento de produtos 

farmacêuticos (HENRIQUE et al., 2009). 

Nessa crescente busca por produtos com atividades biológicas os óleos 

essenciais merecem destaque, onde várias ações já foram relatadas como: 

antileishmania e imunomoduladora do óleo essencial de Xylopia discreta (LÓPEZ; 

CUCA; DELGADO, 2009), antioxidante na eliminação do radical ânion superóxido do 

óleo essencial de Xylopia aethiopica (Dun) A. Rich. (KARIOTI et al., 2004), atividade 

moduladora da resistência bacteriana do Staphylococcus aureus ao antibiótico 

norfloxacino do óleo essencial de Rollinia leptopetala R. E. Fries (COSTA et al., 

2008) e atividade hipotensora do metileugenol, constituinte comum em plantas 

produtoras de óleos essenciais (LAHLOU et al. 2004).   

Além dessas atividades, muitos óleos essenciais também apresentaram 

atividade espasmolítica, como por exemplo os obtidos de Casimiroa pringlei em 
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útero 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 gênero Pelargoniums (Geraniaceae) em íleo de cobaia (MADEIRA et 

al., 2005; MAGALHÃES; 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 óleos essenciais, vêm 

sendo fontes de substâncias potencialmente aplicáveis com propriedades biológicas, 

farmacológicas ou terapêuticas e já existem resultados promissores indicando o uso 

de produtos a base de óleos essenciais com indicação terapêutica. São exemplos de 

produtos recentemente lançados no mercado, o Acheflan® produzido com óleo 

essencial de Cordia verbenacea DC. (erva baleeira), contendo α-humuleno, com 

indicação anti-inflamatória de uso tópico para o tratamento de tendinite crônica e 

dores miofasciais e o Rowachol®, indicado para cálculos biliares e como colerético e 

colagogo, contém borneol, α-pineno, cafeno, 1,8-cineol, mentona e mentol 

(HENRIQUE et al., 2009).  

 

2.6 Regulação da contração e do relaxamento do músculo liso 

 

O interesse em investigar os óleos essenciais com atividade sobre a 

musculatura lisa reside no fato de que substâncias espasmolíticas têm uma vasta 

aplicação em vários processos fisiopatológicos. Anormalidades no processo de 

contratilidade do músculo liso acarretam em várias desordens e doenças como 

hipertensão, asma, dispepsia, diarreia, cólicas intestinais e uterinas e disfunção erétil 

(KIM et al., 2008). Dessa forma, os ensaios farmacológicos, utilizando como modelo 

experimental a musculatura lisa, contribuem para o desenvolvimento de futuros 

fármacos para serem utilizados no tratamento das diversas patologias que 

acometem esse músculo.  

O Ca2+ é um segundo mensageiro importante que desempenha um papel 

essencial em uma grande variedade de processos biológicos, incluindo a regulação 

enzimática, expressão gênica, tráfego de proteína, proliferação celular, apoptose e a 

coordenação do acoplamento excitação-contração dos músculos esquelético, 

cardíaco e liso (CARAFOLI; BRINI, 2007). Em geral, existem duas fontes deste íon 

sinalizador na célula: uma extracelular que permite o influxo de Ca2+ para o 
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citoplasma, através dos canais na membrana plasmática e outra intracelular 

representada pelos estoques internos, principalmente o retículo sarcoplasmático 

(RS) que liberam Ca2+ para o citosol (MA; PAN, 2003). 

O Ca2+ é responsável por muitos processos intracelulares ligando-se a sítios 

específicos em proteínas de ligação ao Ca2+. A calmodulina (CaM) é a mais 

conhecida destas proteínas, com alta afinidade pelo Ca2+. As proteínas da família 

S100 (S100A1, S100A4, S100A6 e S100A10) que são pequenas proteínas ácidas 

com peso molecular de 11 kDa (HEIZMANN, 1991) também tem afinidade pelo Ca2+ 

no músculo liso e estão envolvidas na regulação de diferentes mecanismos de 

sinalização intracelular dependentes de Ca2+ (DONATO, 1999 e 2001). 

No músculo liso um aumento na [Ca2+]c é a causa primária para a produção 

da contração. Esta elevação no conteúdo citosólico de Ca2+ também está envolvido 

na proliferação celular do músculo liso (HILL-EUBANKS et al., 2011) . A regulação 

funcional da [Ca2+]c, para dar início a uma resposta contrátil no músculo liso depende 

de dois estímulos que levam a dois tipos de acoplamentos: o acoplamento 

eletromecânico, que está envolvido com a mudança do potencial de membrana (Vm) 

e o acoplamento fármaco-mecânico, que acontece quando a contração promovida 

por um agonista é maior que a observada só com a mudança do Vm (REMBOLD, 

1992). 

Os mecanismos que levam a uma resposta contrátil a partir do acoplamento 

eletromecânico são devido a uma despolarização de membrana diretamente 

associada ao aumento da concentração extracelular de potássio ([K+]e) ou 

indiretamente pela ligação dos agonistas aos seus receptores levando à abertura de 

CaV, na membrana plasmática, causando aumento de Ca2+ no citosol e, 

consequentemente, a contração (REMBOLD, 1996). 

Os CaV (Figura 4) são complexos proteicos formados por 5 subunidades 

distintas: a subunidade 1, que é a maior delas e constitui o poro do canal, além de 

possuir o sensor de voltagem que controla sua abertura; as subunidades 2 e δ 

estão ligadas por uma ponte de dissulfeto, formando um dímero, a subunidade  é 

intracelular e a subunidade  é transmembranar. Essa família de canais de Ca2+ 

possui 10 membros, classificados segundo sua sequência primária de aminoácidos 

e suas funções fisiológicas (CATTERALL, 2011). 
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Figura 4 – Estrutrutura dos canais de Ca2+ dependentes de voltagem (CaV) (A); detalhes de 
suas subunidades (B). 

 

 

Fonte: adaptado de CATTERALL, 2011. 

 

A nomenclatura dos CaV foi proposta por Ertel et al. (2000) e aprovada pelo 

subcomitê de nomeclatura e classificação de drogas e receptores da união 

internacional de farmacologia básica e clínica (NC-IUPHAR) (Figura 5) como: a 

subfamília dos CaV1 ou CaV-L (CaV1.1, CaV1.2, CaV1.3 e CaV1.4), onde o “L” vem do 

inglês large, indicando que estes canais necessitam de uma grande variação no 

potencial de membrana para serem ativados, são sensíveis a di-hidropiridina e são 

os principais CaV envolvidos no acoplamento excitação-contração; a subfamília dos 

CaV2, os CaV-P/Q (CaV2.1); os CaV-N (CaV2.2); os CaV-R (CaV2.3), que também 

necessitam de uma grande despolarização para serem ativados, são insensíveis a 

di-hidropiridinas e sensíveis à toxinas de aranha e caramujo marino (ω-agatoxina, 

ω-conotoxin e SNX-482), eles são expressos, principalmente, em neurônios e a 

subfamília dos CaV3 ou CaV-T (CaV3.1, CaV3.2 e CaV3.3), onde o “T” vem do inglês 

transient, estes canais são ativados por uma fraca despolarização e são transitórios, 

são insensíveis à di-hidropiridinas e às toxinas de aranha e caramujo marinho, eles 

são expressos numa vasta variedade de tipos de células, onde estão envolvidos na 

formação do potencial de ação com padrões repetitivos (CATTERALL, 2011).  

 

 

 

 

 



48 
Correia, A.C.C.  Revisão bibliográfica 

 

Figura 5 – Cladograma das subfamílias dos canais de Ca2+ dependentes de voltagem (CaV). 

 

Fonte: adaptado de CATTERALL et al., 2005. 

 

Uma importante localização da subfamília dos CaV1, que são alvos de 

bloqueadores de canais de Ca2+ usados na terapêutica, são as células musculares 

cardíacas e lisas (WATERMAN, 2000). Esses canais possuem como sítio de ligação 

para seus bloqueadores a subunidade 1, embora nele existam quatro outras 

unidades complexadas (2 , 1  e 1 ) (KURIYAMA; KITAMURA; NABATA, 1995). 

Os mecanismos fármaco-mecânicos da contração (Figura 6) ocorrem 

quando um agonista como carbacol, histamina entre outros, se ligam a seus 

receptores acoplados à proteína G (GPCRs) e ativam a cascata do inositol, através 

da proteína Gq ou G11, cujas suas subunidades  ativam a fosfolipase C β1 (PLCβ1) 

e, consequentemente, promovem hidrólise de fosfolipídios presentes na membrana 

do tipo 4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol (PIP2), produzindo o 1,4,5-trisfosfato de 

inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG) (BERRIDGE, 2008; BILLINGTON; PENN, 2003). 

O RS representa a principal fonte de Ca2+ intracelular. O IP3 estimula a liberação de 

Ca2+ do RS por sua ligação aos receptores de IP3 (IP3R), que são canais de Ca2+ 

ativados pelo IP3. Além disso, no RS há os receptores de rianodina (RyR), que são 

canais de Ca2+ ativados pelo próprio Ca2+ e são sensíveis à cafeína, eles são 

ativados pelo Ca2+ previamente liberado via IP3R num processo denominado de 

liberação de Ca2+ induzida pelo Ca2+ (CICR). Ambos os receptores permitem a 

liberação de Ca2+ do RS para o citosol aumentando a [Ca2+]c (MCHALE et al., 2006; 

DELLIS et al., 2006). A liberação de Ca2+ do RS induz a translocação da proteína 

cinase C (PKC) para a membrana plasmática, onde é ativada quando entra em 

contato com o DAG. Várias isoformas de PKC já foram encontradas no músculo liso, 
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onde a ativação dessa cinase leva a fosforilação de proteínas-alvo específicas, 

como os CaV presentes na membrana plasmática ativando-os, promovendo o influxo 

de Ca2+ (BERRIDGE, 2009a). 

 

Figura 6 – Esquema do mecanismo fármaco-mecânico da contração no músculo liso pela 

ativação da via Gq/11-PLCβ1. 

 

Fonte: Autor, 2013. 

     O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmática;   As 
proteínas Gq/11 troca GDP por GTP na sua subunidade α (não mostrado na figura), tornando-
se ativa;    A subunidade αq/11-GTP ativa a enzima PLCβ1;    A PLCβ1 cliva o lipídio de 
membrana PIP2 em IP3 e DAG;     O IP3 migra pelo citoplasma e ativa o IP3R presente na 
membrana do RS, liberando o Ca2+ dos estoques;     O Ca2+ liberado ativa o RyR, fazendo 
com que mais Ca2+ seja liberado para o citoplasma;      O Ca2+ que foi liberado, juntamente 
com o DAG ativam a PKC;      A PKC ativada fosforila os CaV1 promovendo o influxo de Ca2+ 
através dos mesmos;     O aumento da [Ca2+]c aumenta a afinidade pela CaM formando o 
complexo 4Ca2+ - 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 contração do músculo 
liso. As definições das abreviaturas estão presentes na lista de abreviaturas e no texto.  

 
Não importando a fonte, o Ca2+ quando em quantidades elevadas no meio 

citoplasmático liga-se a CaM formando um complexo [(Ca2+)4-CaM] que ativa a 

cinase da cadeia leve da miosina (MLCK). O complexo [(Ca2+)4-CaM-MLCK] constitui 

a forma ativa da MLCK, que tem como função fosforilar a cadeia leve da miosina 

(MLC) e esta fosforilação permite o desencadeamento do mecanismo de ciclização 
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das pontes cruzadas entre os filamentos de actina e miosina favorecendo um 

deslizamento entre estes filamentos, com o consequente desenvolvimento da 

contração (SOMLYO; SOMLYO, 1994 e 2003). 

A diminuição dos níveis de Ca2+
 citoplasmáticos para os níveis basais desativa 

a MLCK. O relaxamento do músculo liso ocorre através da ação da fosfatase da cadeia 

leve da miosina (MLCP), que desfosforila a MLC. Esta reação é relativamente lenta, 

por isso as contrações do músculo liso são tipicamente mais sustentadas e se 

dissipam mais lentamente que as do músculo estriado (GARRET; GRISHAM, 1995). 

A diferença fundamental entre a contração do músculo liso inicial e a 

manutenção dessa contração é o equilíbrio entre MLCK e a atividade da MLCP, 

esse balanço age como um mecanismo regulador reversível de 

fosforilação/desfosforilação que integra a contração no músculo liso (WATTERSON; 

RATZ; SPIEGEL, 2005). A MLCP consiste em 3 subunidades: uma catalítica, PP1c; 

uma regulatória, MYPT1 e outra de 20 kDa de função ainda desconhecida 

(SOMLYO; SOMLYO, 2003). A ROCK, uma cinase de serina/treonina, fosforila a 

subunidade de ligação da miosina da MLCP, inibindo a sua atividade e, assim, 

promovendo o estado fosforilado da MLC. Inibidores farmacológicos da ROCK, 

como o Y-27632, bloqueiam a sua atividade por competir com o sítio de ligação do 

nucleotídio trifosfato de guanosina (GTP) na enzima (CHITALEY; WEBER; WEBB, 

2001; UEHATA et al., 1997). 

Os mecanismos que levam a inibição da MLCP (Figura 7) são iniciados pela 

ativação da pequena proteína G ligante de GTP (RhoA), dependente das proteínas 

G heterotriméricas G12/13 e Gq/11, via uma pequena proteína G associada a um fator 

de troca de nucleotídios de guanina (RhoGEFs). A RhoGEFs faz com que a RhoA 

troque nucleotídios 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 ação principal na sensibilização ao cálcio parece 

ser a inibição da MLCP, esta ação se dá pela fosforilação direta dos resíduos de 

Thr696 e Thr853 da MYPT1, causando a sua dissociação e inibição da PP1c da MLCP 

(MURTHY, 2006; SOMLYO; SOMLYO, 2003). A ROCK também pode ativar uma 

proteína cinase independente de Ca2+, mais conhecida como proteína cinase de 

interação zíper (ZIPK). A ZIPK pode fosforilar diretamente a MLC, no entanto seu 
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alvo principal é o resíduo de Thr696 da MYPT1 o qual é fosforilado inibindo a ação da 

MLCP (MURTHY, 2006).  

 

Figura 7 – Esquema do mecanismo de manutenção da contração no músculo liso pela 
ativação da via G12/13-ROCK. 

 
Fonte: Autor, 2013. 

     O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmática;     As 
proteínas G12/13 troca GDP por GTP na sua subunidade α (não mostrado da figura), 
tornando-se ativa;      A subunidade α12/13-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 vários 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 lípídio de membrana PC 
em PA;     O PA é desfosforilado a DAG pela ação da enzima fosfo-hidrolase;     O DAG 
ativa a PKC, de maneira sustentada;    A PKC fosforila a CPI-17, ativando-a;    A CPI-17 
inibe a ação da MLCP. Todos esses mecanismos favorecem o estado fosforilado a MLC e 
sua interação com os filamentos de actina, mantendo o músculo liso contraído. As 
definições das abreviaturas estão presentes na lista de abreviaturas e no texto.  

 

A RhoA-GTP também estimula a fosfolipase D (PLD), essa enzima está 

principalmente associada a membranas intracelulares, mas também é encontrada na 

membrana plasmática e é específica para fosfatidilcolina (PC), liberando ácido 

fosfatídico (PA) que através da ação da enzima fosfo-hidrolase é desfosforilado a 

DAG levando a ativação sustentada da PKC (BERRIDGE, 2009a). A ativação da 

PKC também pode ser dependente de Gq/11, da PLC que forma DAG a partir da 
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hidrólise do PIP2. A PKC pode fosforilar o resíduo de Thr38 da proteína inibitória 

endógena da MLCP (CPI-17), aumentando assim sua potência inibitória sobre a 

PP1c por mais de 1000 vezes, inibindo assim a ação da MLCP (MURTHY, 2006; 

SOMLYO; SOMLYO, 2003). 

Sendo o aumento na [Ca2+]c o sinal que leva à contração, 

consequentemente o relaxamento ocorre por diminuição dos níveis deste íon no 

citosol do músculo (SOMLYO; SOMLYO, 1994). Esta diminuição na [Ca2+]c pode 

ocorrer por um mecanismo eletromecânico, caracterizado pela repolarização (ou 

hiperpolarização) da membrana, ou pelo mecanismo fármaco-mecânico, que se dá 

pela ativação de receptores de membrana e inibição das vias bioquímicas que levam 

a contração (WOODRUM; BROPHY, 2001).  

O acoplamento eletromecânico de relaxamento também envolve a abertura 

de canais de K+, que desempenham um papel chave na regulação do potencial de 

repouso da membrana e na excitabilidade celular, sendo que a contração no 

músculo liso depende do balanço entre o aumento da condutância ao K+, levando a 

uma repolarização/hiperpolarização, enquanto a diminuição de sua condutância 

levaria a uma despolarização (KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996). Os canais de K+ 

conduzem íons K+ através da membrana plasmática a favor do seu gradiente 

eletroquímico, que normalmente constitui uma corrente de saída, no sentido do meio 

intracelular para o meio extracelular (MACKINNON, 2003). Estas correntes são 

produzidas porque a concentração de K+ no interior da célula (140 mM) é maior do 

que no meio extracelular (2-5 mM), havendo o efluxo desse íon 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 equilíbrio 

de K+ (cerca de 90 mV) (VOGALIS, 2000).  

Dessa forma, a abertura dos canais de K+ está associada com a 

manutenção do potencial de repouso e de inibição da atividade contrátil (VOGALIS, 

2000). Além de vários outros processos celulares incluindo controle do volume 

celular, secreção hormonal e controle da formação e propagação de sinais elétricos 

em células excitáveis (MACKINNON, 2003). Sua atividade pode ser regulada por 

voltagem, Ca2+ ou por neurotransmissores e, consequentemente, as vias de 

sinalização que eles estimulam (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2011). 

O músculo liso gastrintestinal pode ser regulado por vários subtipos de 

canais de K+, entre eles: os canais de K+ dependentes de voltagem (KV); os canais 
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de K+ sensíveis ao ATP (KATP) e os canais de K+ ativados por Ca2+ (KCa) (VOGALIS, 

2000).  

Os KV (Figura 8) são o protótipo dos canais dependentes de voltagem, sendo 

de maneira simplificada, um homotetrâmero com cada subunidade contendo um 

sensor de voltagem e contribuindo para a formação do poro central. Cada 

subunidade padrão formadora do KV contém seis regiões transmembranares (S1-

S6), onde as regiões amino e carboxiterminal encontram-se no lado intracelular da 

membrana (YELLEN, 2002) e sendo a porção S4 identificada como o sensor de 

voltagem por possuir um aminoácido básico (lisina ou arginina) a cada três resíduos 

(JAN; JAN, 1992).  

 

Figura 8 – Estrutura da subunidade padrão dos canais de K+ dependentes de voltagem (KV).  

 

 

Fonte: adaptado de CHOE, 2002. 

 

Segundo Gutman et al. (2005), já foram identificados 12 tipos de canais KV 

(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 são amplamente expressos na 

maioria das células musculares lisas, são ativados por despolarização de membrana 

e promovem efluxo de K+, o qual em parte, é responsável por repolarização de 

membrana e manutenção do potencial de repouso (KO et al., 2010). 
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Figura 9 – Cladograma das subfamílias dos canais de K+ dependentes de voltagem (KV).  

 

Fonte 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: adaptado de GUTMAN et al., 2005. 

 

Os KATP (Figura 10) são complexos proteicos que existem na forma de 

octâmeros contendo dois tipos distintos de subunidades proteicas. Os canais 

consistem de quatro subunidades dos canais de K+ retificadores de entrada (Kir), Kir 

6.1 ou Kir 6.2, cada uma contendo dois domínios (TM1 e TM2), ligados a uma região 



55 
Correia, A.C.C.  Revisão bibliográfica 

 

de formação do poros extracelular (H5). Cada subunidade de Kir está associada com 

uma porção regulatória que é um receptor para sulfonilureia (SUR) 

(BABENKO; AGUILAR-BRYAN; BRYAN, 1998, QUAN, et al., 2011). Cada 

subunidade SUR tem 17 regiões transmembranares agrupados em três domínios: 

TMD0 (TM1-5), TMD1 (TM 6-11), e DTM2 (TM 12-17). Cada subunidade SUR 

também tem dois domínios de ligação ao ATP (NBD) (QUAN, et al., 2011). A 

diversidade molecular dos KATP nos diversos tecidos e espécies é decorrente da 

presença de múltiplas isoformas do SUR (SUR1, SUR2A, SUR2B) (BRAYDEN, 

2002).  

 

Figura 10 – Estrutura dos canais de K+ sensíveis ao ATP (KATP).  

 

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

 

Uma característica primária deste canal é ser inativado pelo aumento de 

ATP intracelular, sulfonilureias como, por exemplo, a glibenclamida e a tolbutamida, 

e por baixa concentração de Ba2+ extracelular (FLAGG et al., 2010; SANBORN, 

2000; STANDEN et al., 1989). No entanto, hoje se sabe que existem subtipos de 

KATP que são relativamente insensíveis aos níveis basais de ATP, mas são 

bloqueados seletivamente pela glibenclamida do mesmo modo que os demais 

(FLAGG et al., 2010). 

Outra família de canais de K+ existente é a dos KCa, a qual é vastamente 

expressa em tecidos neuronais e não neuronais, como epitélios, células sensoriais e 

músculos lisos onde podem responder a estímulos vindos de alterações do potencial 

de membrana, bem como de modificações da [Ca2+]c, além de contribuir para a 
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repolarização do potencial de ação (BERKEFELD; FAKLER; SCHULTE, 2010; 

PETERSEN; MARUYAMA, 1984; VERGARA et al., 1998). 

Esta família é dividida em três grandes grupos com base em sua 

condutância, cinética e farmacologia (Figura 11) (SAH; FABER, 2002): 1) canais de 

K+ ativados por Ca2+ de pequena condutância (SKCa), bloqueados pela apamina; 2) 

canais de K+ ativados por Ca2+ de condutância intermediária (IKCa), bloqueados pelo 

clotrimazol e 3) canais de K+ ativados por Ca2+ de grande condutância (BKCa) que 

são bloqueados por toxinas, como caribdotoxina e iberiotoxina, ou por baixas 

concentrações do íon tetraetilamônio (TEA+). Os canais do tipo SKCa e IKCa são 

insensíveis à voltagem e ativados por baixa concentração de Ca2+ citoplasmático 

(< 1,0 M), em contraste aos BKCa
 que são ativados tanto por voltagem como por 

Ca2+ (WEI et al., 2005). 

Os canais KCa foram subdivididos da seguinte forma: no grupo dos BKCa são 

chamados de KCa1.1, enquanto que no grupo dos SKCa estão incluídos os KCa2.1, 

2.2 e 2.3, e os IKCa
 passaram a ser chamados de KCa3.1. Três outros membros deste 

grupo, KCa4.1, 4.2 e 5.2, foram incluídos no grupo dos KCa, uma vez que todos 

apresentam uma semelhança estrutural, apesar de não serem ativados por Ca2+. Os 

canais KCa4.1 e KCa4.2 são ativados por Na+ e Cl- intracelular, enquanto o KCa5.1 é 

sensível ao pH (ALDRICH et al., 2009). 

 

Figura 11 – Cladograma das subfamílias dos canais de K+ ativados por Ca2+ (KCa).  

 

Fonte: adaptado de ALDRICH et al., 2009. 
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Estruturalmente, os BKCa (Figura 12) são compostos por quatro subunidades 

formadoras de poro, onde cada uma dessas é formada por 7 segmentos 

transmembranares (S0-S6) e uma grande região citoplasmática carboxiterminal 

(SALKOFF et al., 2006). S1-S4 formam o domínio sensor de voltagem primário e S5 

e S6 juntos formam o principal domínio de permeação para os íons (JIANG et al., 

2002). A subunidade β é composta por dois domínios transmembranares com uma 

grande alça extracelular, e as caudas NH2 e COOH terminais localizadas no 

citoplasma (BOYLE; TOMASIC; KOTLIKOFF, 1992; FLEISCHMANN; WASHABAU; 

KOTLIKOFF 1993; LEE; CUI, 2010). As propriedades fisiológicas dos BKCa, incluindo 

a sensibilidade ao Ca2+, são moduladas pelas subunidades  acessórias. As 

estimativas da sua densidade média, em músculo liso variam entre 1 a 4 canais/m2 

(BENHAM; BOLTON, 1986; SINGER; WALSH, 1987). 

 

Figura 12 – Estrutura das subunidades α e β1 dos canais de K+ ativados por Ca2+ de grande 
condutância (BKCa) (A); associação das quatro subunidades dos BKCa (B).  

 

Fonte: adaptado de LEDOUX et al., 2006. 

 

Os SKCa (Figura 13) são formados por quatro subunidades, cada uma delas 

constituídas por seis domínios transmembranares (S1-S6), com caudas NH2 e 

COOH terminais intracelulares. A região do poro (S5-S6) é a única região homóloga 

das outras famílias de canais de K+. A CaM está presa a região COOH terminal de 

cada subunidade do canal e a sensibilidade ao Ca2+ citoplasmático depende da 

CaM. A ligação do Ca2+ à CaM induz a alteração conformacional do complexo 

proteíco levando à abertura do poro do canal (LEDOUX, et al., 2006).   

 

 



58 
Correia, A.C.C.  Revisão bibliográfica 

 

Figura 13 – Estrutura dos canais de K+ ativados por Ca2+ de pequena condutância (SKCa) 
(A); mecanismo de ativação do canal pela ligação do Ca2+ à CaM (B).  

 

Fonte: adaptado de LEDOUX et al., 2006. 

 

Os mecanismos de relaxamento no músculo liso via acoplamento fármaco-mecânico 

(Figura 14) podem ocorrer via GPCR acoplado à proteína Gs, cuja subunidade  

ativa a ciclase de adenilil (AC) e, consequentemente, geração de AMPc. Além disso, 

a geração de óxido nítrico (NO) tanto dos nervos como das células musculares lisas, 

estimula a atividade da ciclase de guanilil solúvel (GCs) que induz a formação de 

monosfofato cíclico de guanosina (GMPc) (MURTHY, 2006). O aumento nos níveis 

citosólicos de AMPc e GMPc nas células musculares lisas é considerado um dos 

mais importantes mecanismos que medeiam seu relaxamento sob condições 

fisiológicas (PUETZ; LUBOMIROV; PFITZER, 2009). 

No músculo liso intestinal há uma maior produção de AMPc do que de 

GMPc. O GMPc ativa seletivamente a proteína cinase dependente de GMPc (PKG), 

enquanto que o AMPc ativa seletivamente a proteína cinase dependente de AMPc 

(PKA), em baixas concentrações de AMPc. No entanto, quando as concentrações 

citoplasmáticas de AMPc estão elevadas pode haver ativação cruzada da proteína 

cinase e, consequentemente, AMPc ativa a PKG. Além disso, a ativação da PKG 

pelo GMPc gradualmente aumenta a afinidade do AMPc pela PKG (MURTHY, 

2006).  
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Figura 14 – Esquema do mecanismo fármaco-mecânico do relaxamento no músculo liso 
pela ativação da via Gs-AC-PKA e NO-GCs-PKG.  

 
Fonte: Autor, 2013. 

nnnO agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmática; nnnA 
proteína Gs troca GDP por GTP na sua subunidade α (não mostrado na figura), tornando-se 
ativa; nnnjA subunidade αs-GTP ativa a AC; nnnA AC converte o ATP em AMPc; nnnO NO 
gerado tanto dos nervos como das células musculares lisas, estimula a atividade da GCs;     
nnnA GCs converte o GTP em GMPc; nnOs nucleotídios cíclicos, AMPc e GMPc ativam 
suas respectivas proteínas cinases, PKA e PKG. Ambas as proteínas cinases fosforilam 
vários substratos: nn nAtivam os canais de K+; nnnInibem os CaV; nn Aumentam a atividade 
da SERCA e da PMCA;   n  Ativam do trocador Na+/Ca2+;     n Fosforilação do IP3R pela 
PKG, mas não pela PKA. Todos esses mecanismos diminuem a [Ca2+]c;    n Inibem a MLCK, 
reduzindo sua afinidade pelo [(Ca2+)4-CaM];     Inibem a RhoA;      Ativam a MYPT1;       
hiymAtivam o telokin;    O telokin ativa a MLCP. Todos esses mecanismos impedem a 
ativação da MLC e, consequentemente, sua interação com os filamentos de actina, 
promovendo o relaxamento do músculo liso. As definições das abreviaturas estão presentes 
na lista de abreviaturas e no texto.  

 
Assim, ambas as proteínas cinases fosforilam vários substratos, levando a: 

1) ativação de canais de K+, que indiretamente, por repolarização ou 

hiperpolarização, causam a desativação dos CaV; 2) inibição dos CaV, causando 

uma redução da [Ca2+]c por diminuir o influxo de Ca2+ (MAKHLOUF; MURTHY, 1997; 

REMBOLD, 1996); 3) um aumento na atividade da Ca2+-ATPase tanto do RS 

(SERCA) como da membrana plasmática (PMCA), aumentando assim o sequestro e 

a extrusão de Ca2+, respectivamente, diminuindo a [Ca2+]c; 4) diminuição da [Ca2+]c 

por ativação do trocador Na+/Ca2+ (BLAUSTEIN, 1989); 5) redução da liberação de 



60 
Correia, A.C.C.  Revisão bibliográfica 

 

Ca2+ do RS pela PKG, mas não pela PKA através da fosforilação dos IP3R 

(BERRIDGE, 2009a, MURTHY, 2006); 6) inibição da MLCK, reduzindo sua afinidade 

pelo [(Ca2+)4-CaM], causando uma redução nos níveis de MLC fosforilada e assim 

do processo contrátil (REMBOLD, 1992); 7) inativação da RhoA por fosforilação do 

resíduo Ser188, translocando-a para o citosol; 8) fosforilação do resíduo de Ser695 da 

MYPT1 impedindo a fosforilação do resíduo de Thr695 pela ROCK; 9) fosforilação do 

telokin (ativador endógeno da MLCP), sendo esse um mecanismo independente da 

RhoA (MURTHY, 2006). 
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  3 Objetivos

 

 

3.1 Geral 

 

 Contribuir com o estudo farmacológico da família Annonaceae, em particular 

dos óleos 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 Específicos 

 

 Investigar uma possível atividade espasmolítica dos óleos essenciais XL-OE, 

XF-OE e RL-OE em músculos lisos (aorta isolada de rato; útero isolado de 

rata; traqueia e íleo isolados de cobaia). 

 Elucidar o mecanismo de ação espasmolítica do óleo essencial que 

apresentar maior potência e eficácia em um dos quatro órgãos testados, 

avaliando: 

 o tipo de antagonismo com os receptores histaminérgicos; 

 o envolvimento dos canais de cálcio dependentes de voltagem 

(CaV), caracterizando o subtipo de CaV envolvido; 

 a modulação dos canais de potássio e determinando quais os 

subtipos desses canais estão envolvidos; 

 a via de sinalização das fosfodiesterases/nucleotídios cíclicos; 

 o efeito citotóxico do óleo essencial sobre os miócitos da camada 

longitudinal de íleo de cobaia; 

 a interferência do óleo essencial sobre a concentração citosólica de 

Ca2+ ([Ca2+]c) em miócitos da camada longitudinal de íleo de cobaia. 
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 4 Material e Métodos

 

 

 

 

4.1 MATERIAL 

 

4.1.1 Material botânico 

 

As espécies Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. & Tul., Xylopia frutescens Aubl. 

e Rollinia leptopetala R. E. Fries foram coletadas nos municípios de Cruz do Espírito 

Santo-PB, em julho de 2002, de João Pessoa-PB, em abril de 2010 e de Serra 

Branca-PB, em agosto de 2007, respectivamente. Os materiais botânicos foram 

identificados pela Profa. Dra. Maria de Fátima Agra, do Setor de Botânica do 

Programa de Pós-graduação em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos 

(PPgPNSB) do Centro de Ciências da Saúde (CCS) da Universidade Federal da 

Paraíba (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) estão 

depositadas no Herbário Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) da UFPB.   

 

4.1.2 Produtos-teste  

 

Os óleos 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 Ciências Farmacêuticas (DCF)/CCS/UFPB e membros do Setor de 

Fitoquímica do PPgPNSB do CCS/UFPB. A composição química dos óleos 
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essenciais foi realizada, onde os componentes majoritários são: germacreno D 

(22,9%), trans-β-guaieno (22,6%), β-cariofileno (15,7%) e α-pineno (7,3%) para o 

XL-OE (TAVARES et al., 2007b), cariofileno (23,91%), γ-cadineno (12,48%), 

β-ocimeno (8,19%), cadin-4-en-10-ol (5,78%), viridiflorol (4,83%), γ-elemeno (4,55%) 

para o XF-OE (LUNGUINHO, 2012) e biciclogermacreno (22,47%), cis-4-tujanol 

(17,37%), α-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 

os sexos, pesando entre 300-500 g, provenientes do Biotério Prof. Thomas George 

do Centro de Biotecnologia (CBiotec)/UFPB. 

Antes dos experimentos os animais eram mantidos sob rigoroso controle 

alimentar com uma dieta balanceada à base de ração tipo pellets (Labina®) com 

acesso à água ad libitum, com ventilação e temperatura (21 ± 1 ºC) controladas e 

constantes. Os experimentos eram realizados no período entre 08h00 e 20h00, 

sendo todos os procedimentos experimentais realizados seguindo os princípios de 

cuidados com animais “Guidelines for the ethical use animals in applied etiology 

studies” (SHERWIN et al., 2003) e aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

Animal do Laboratório de Tecnologia Farmacêutica (CEPA/LTF), atualmente 

conhecido como Comissão de Ética no Uso Animal do CBiotec (CEUA/CBiotec), 

certidão número 0103/10 (ANEXO A). 

 

4.1.4 Drogas e reagentes 

 

O sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO4.7H2O), o cloreto de 

magnésio hexa-hidratado (MgCl2.6H2O), o cloreto de cálcio di-hidratado 

(CaCl2.2H2O), o cloreto de sódio (NaCl) e a glicose foram obtidos da Vetec (Brasil). 

O bicarbonato de sódio (NaHCO3), o cloreto de potássio (KCl) foram obtidos da 

Fmaia (Brasil). O fosfato de potássio monobásico (KH2PO4), o fosfato de sódio 

monobásico anidro (NaH2PO4) e o ácido clorídrico (HCl) 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 União Química (Brasil). O cloridrato de L(-)-fenilefrina (FEN) foi obtido da Pfizer 

(EUA). Estas substâncias eram dissolvidas e diluídas em água destilada para 

obtenção de cada solução-estoque, 10-2 M para as soluções de CCh, ACh, histamina 

e FEN e 1 UI/mL para a solução de ocitocina, que eram mantidas à temperatura 

de - 20 °C, quando necessário, essas soluções-estoque eram diluídas em água 

destilada para obtenção de concentrações apropriadas a cada protocolo 

experimental. 

O S-(-)-Bay K8644 (1,4-diidro-2,6-dimetil-5-nitro-4-[2-(trifluorometil)fenil]3-

piridina carboxílico ácido metil éster), o cloreto de césio (CsCl), o cloreto de 

tetraetilamônio (TEA+), a iberiotoxina (IbTx), a glibenclamida, a apamina, a 

4-aminopiridina (4-AP), o dietilestilbestrol, o ácido araquidônico (AA), o óleo de 

castor (Cremophor), a penicilina-estreptomicina, o ácido [etilenodinitrilo] tetracético 

(EDTA), o ácido (N-[2-hidroxietilpiperazina-N’-[2-etanosulfônico]) (HEPES), o 

brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazólio (MTT) e o dimetilsufóxido 

(DMSO) foram obtidos da Sigma-Aldrich (EUA).  

Estas substâncias eram mantidas em um freezer à temperatura de -20 °C, 

dissolvidas e diluídas em água destilada, exceto o ácido araquidônico, 

dietilestilbestrol, S-(-)-Bay K8644 e a glibenclamida que eram dissolvidos em etanol 

absoluto e diluídos em água destilada, e o MTT que era dissolvido na solução de 

PBS (descrita no próximo item). 

O Dulbecco’s Modified Eagle Médium (DMEM), o soro fetal bovino, a 

L-glutamina e a solução de tripsina/EDTA (1:250) foram obtidos da Cultilab (Brasil). 

Fluo-4 NW dye mix foi obtido da Invitrogen (EUA).  

A mistura carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2) foi adquirida da White 

Martins (Brasil). 

 

4.1.5 Soluções nutritivas 

 

De acordo com os experimentos realizados foram utilizadas várias soluções 

nutritivas (ajustadas ao pH 7,4 com HCl ou NaOH 1 N, exceto o meio de cultura dos 

miócitos que foi ajustado ao pH 7,2), todas as soluções utilizadas nos experimentos 

funcionais foram aeradas com carbogênio (95% de O2 e 5% de CO2) e mantidas a 
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37 ºC para aorta de rato, traqueia e íleo de cobaia e a 32 °C para útero de rata. As 

composições estão descritas abaixo: 

 Solução de Krebs Normal (mM): NaCl (118,0); KCl (4,6); MgSO4 (5,7); 

KH2PO4 (1,1); CaCl2 (2,5); glicose (11,0); NaHCO3 (25,0). 

Solução de Locke Ringer (mM): NaCl (154,0); KCl (5,6); CaCl2 (2,2); MgCl2 

(2,1); Glicose (5,6); NaHCO3 (6,0). 

Solução de Krebs modificado (mM): NaCl (117,0); KCl (4,7); MgSO4 (1,3); 

NaH2PO4 (1,2); CaCl2 (2,5); Glicose (11,0); NaHCO3 (25,0). 

Solução de Krebs modificado despolarizante 70 mM sem Ca2+ (mM): NaCl 

(51,7); KCl (70,0); MgSO4 (1,3); NaH2PO4 (1,2); Glicose (11,0); NaHCO3 (25,0). 

PSS (Solução Fisiológica Salina) sem Ca2+ (mM): NaCl (132,4); KCl (5,9); 

MgCl2 (1,2); Glicose (11,5). 

PBS (Solução Tampão Fisiológica) (mM): NaCl (140,0); Na2HPO4 (3,9); 

NaHPO4 (1,7); NaHCO3 (4,2); EDTA (0,2). 

HBSS (Solução Salina Balanceada de Hank) (mM): NaCl (137,9); KCl 

(5,33); MgCl2 (0,49); KH2PO4 (0,44); MgSO4 (0,41); Na2HPO4 (0,34); CaCl2 (1,3); 

NaHCO3 (4,2); Glicose (5,6); HEPES (10,0).  

Composição do meio para cultura de miócitos: o DMEM foi suplementado 

com soro fetal bovino (10%), glutamina (20,0 mM) e penicilina-estreptomicina 

(100 U/mL-10 µg/mL), NaHCO3 (25,0 mM); HEPES (11,0 mM). 

 

4.1.6 Preparação dos óleos essenciais para os ensaios farmacológicos 

 

Os óleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE eram solubilizados em 

Cremophor® (3% v/v) e diluídos em água destilada até a concentração de 10 mg/mL. 

Estas soluções eram feitas diariamente, uma vez que óleos essenciais 

caracterizam-se pela presença de compostos voláteis. De acordo com a 

necessidade de cada protocolo experimental as soluções eram novamente diluídas 

em água destilada. A concentração final de Cremophor® nas cubas nunca excedeu 

0,01% (v/v). Nesta concentração o Cremophor® é desprovido de efeito contrátil ou 

relaxante significante nos órgãos estudados (dados não mostrados). As 

concentrações dos óleos essenciais eram utilizadas sempre em múltiplos de 3. Na 

triagem farmacológica eram testadas as concentrações 243 e 729 µg/mL, quando 

esse efeito era superior a 50 e 70%, respectivamente, diminuíam-se as 
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concentrações até aquela de efeito 0% a fim de se obter uma curva concentração-

efeito. 

 

4.1.7 Aparelhos 

 

Para o registro das contrações isotônicas os órgãos eram suspensos em 

cubas de 5 mL e conectados a uma alavanca isotônica de inscrição frontal em 

cilindros esfumaçados de um quimógrafo (DTF, Brasil). As contrações isométricas 

eram registradas utilizando transdutores de força 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 analógico/digital 

instalada em um microcomputador contendo o programa BioMed© versão Rv2 

(BioData, João Pessoa, PB, Brasil). A temperatura das cubas era controlada com 

bombas termostáticas 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, São Paulo, SP, Brasil).  

As substâncias eram pesadas em balança analítica modelo AG 200 e os 

animais em balanças semianalítica (ambas da GEHAKA, São Paulo, SP, Brasil). 

A manipulação de células em cultura era realizada em uma capela de fluxo 

laminar (GermFree Laboratories, EUA). As culturas de células eram mantidas em 

estufa úmida de CO2 a 37 °C (Forma Scientific, EUA). 

As células em cultura eram observadas em microscópio óptico invertido 

(Nikon, Japão). As imagens das células eram captadas por microscópio óptico 

invertido (Nikon, Japão) acoplado à câmera de vídeo (Nikon – DS Camera Head 

DSFil/DS-5M, Japão).  

As medidas de fluorescência e de intensidade de absorbância eram 

realizadas em um leitor óptico de microplaca de alta eficiência, FlexStation 3 - 

Molecular Devices e analisadas no programa SoftMax Pro versão 5.4 (SoftMax Pro 

Software, MDS Analytical Technologies Inc., Califórnia, EUA).  
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4.2 MÉTODOS 

 

4.2.1 Triagem farmacológica preliminar 

 

4.2.1.1 Efeito dos óleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE sobre as contrações 

tônicas induzidas por fenilefrina em aorta de rato 

 

Os ratos eram eutanasiados por descolamento cervical seguido pela secção 

dos vasos cervicais. A aorta era retirada e limpa de todo o tecido conectivo e 

adiposo, em seguida dividida em anéis de 3-5 mm. Os anéis aórticos eram 

suspensos individualmente por hastes de aço inoxidável em cubas de vidro (5 mL) 

contendo solução nutritiva de Krebs normal e sob tensão de 1 g. Estes tecidos eram 

mantidos a uma temperatura de 37 C, aerados com carbogênio, e mantidos em 

repouso durante no mínimo 60 minutos. Durante esse período, a solução nutritiva 

era renovada a cada 15 minutos para prevenir a interferência de metabólitos 

(ALTURA; ALTURA, 1970). 

Após o período de estabilização, uma primeira contração era induzida pela 

adição de 3 x 10-7 M de fenilefrina (FEN). A integridade do endotélio aórtico era 

verificada pela adição de acetilcolina (ACh) à cuba na concentração de 10-6 M 

(FURCHGOTT; ZAWDZKI, 1980) durante a fase tônica da primeira resposta induzida 

por FEN, onde anéis que apresentaram relaxamentos iguais ou superiores a 50% 

(em relação a força de contração inicial) eram considerados com endotélio funcional 

(AJAYA et al., 2003). Os anéis aórticos sem endotélio eram obtidos através da 

retirada do mesmo, por uma leve fricção da camada endotelial que se encontra 

voltada para a luz do órgão utilizando-se uma haste de aço inoxidável e embebida 

com solução de Krebs normal. A retirada do endotélio era confirmada pela ausência 

de relaxamento em resposta à adição de ACh (10-6 M) à cuba ou quando este 

relaxamento era igual ou inferior a 10%, sendo este anel considerado sem endotélio 

funcional. Após a verificação da funcionalidade do endotélio, a solução de banho era 

trocada, sendo as preparações lavadas a cada 15 minutos com solução de Krebs 

normal durante um período total de 30 minutos, e durante o componente tônico de 

uma segunda resposta induzida por FEN, os óleos essenciais XL-OE, XF-OE e 

RL-OE eram adicionados, de maneira cumulativa à cuba, em preparações 

diferentes. 
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O relaxamento produzido pelos óleos essenciais foi expresso como a 

percentagem reversa da contração inicial induzida por FEN. Os valores da 

concentração dos óleos essenciais que produzem 50% do seu efeito máximo (CE50) 

foram obtidos por regressão não linear a partir das curvas concentrações-resposta 

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

 

4.2.1.2 Efeito dos óleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE sobre as contrações 

tônicas induzidas por carbacol em traqueia de cobaia 

 

Os cobaias eram eutanasiados por descolamento cervical seguido pela 

secção 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 

aço inoxidável em cubas de vidro (5 mL) contendo solução nutritiva de Krebs normal 

e sob tensão de 1 g. Estes tecidos eram mantidos a uma temperatura de 37 C, 

aerados com carbogênio, e mantidos em repouso durante no mínimo 60 minutos, 

sendo a solução trocada a cada 15 minutos. Após o período de estabilização, uma 

primeira contração era induzida pela adição de 10-6 M de carbacol (CCh) à cuba.  

A integridade do epitélio da traqueia era verificada pela adição de AA à cuba 

na concentração de 10-4 M durante a fase tônica da primeira resposta induzida por 

CCh, onde anéis que apresentaram relaxamentos iguais ou superiores a 50% (em 

relação a contração 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 fricção da camada epitelial que se encontra voltada para a luz 

do órgão, utilizando-se uma haste de aço inoxidável envolta em algodão e embebida 

com solução de Krebs normal. A retirada do epitélio era confirmada pela ausência de 

relaxamento em resposta à adição de AA à cuba ou quando este relaxamento era 

igual ou inferior a 10%, sendo este anel considerado sem epitélio funcional. Após a 

verificação da funcionalidade do epitélio, a solução de banho era trocada, sendo as 

preparações lavadas a cada 15 minutos com solução de Krebs normal durante um 

período total de 30 minutos, e durante o componente tônico de uma segunda 

resposta induzida por CCh, os óleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE eram 

adicionados, de maneira cumulativa à cuba, em preparações diferentes. 
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O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contração inicial 

induzida por carbacol e os valores de CE50 foram calculados como descrito no item 

4.2.1.1. 

 

4.2.1.3 Efeito dos óleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE frente às contrações 

fásicas induzidas por ocitocina ou por carbacol em útero de rata 

  

O útero 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 

subcutânea, para indução do estro. Decorrido este tempo, eram eutanasiadas por 

deslocamento cervical seguido de secção dos vasos cervicais. Após aberta a 

cavidade abdominal, era feita a dissecação do útero colocando-o em uma placa de 

Petri contendo solução nutritiva de Locke Ringer a 32 C sob aeração com 

carbogênio. Em seguida os dois cornos uterinos eram separados por meio de uma 

incisão, abertos longitudinalmente e suspensos verticalmente em cubas de vidro 

(5 mL), sob tensão de 1 g e mantidos em repouso durante no mínimo 40 minutos, 

sendo a solução trocada a cada 15 minutos. Após o período de estabilização, era 

induzida uma contração isotônica com KCl 60 mM para verificar a funcionalidade do 

órgão. A preparação era lavada e após 15 minutos, eram induzidas duas contrações 

isotônicas de magnitude similares com 10-2 UI/mL de ocitocina (OCI) ou com 10-5 M 

de CCh. Os óleos essenciais eram incubados por 15 minutos em preparações 

diferentes, e na presença do óleo essencial era induzida uma terceira contração 

utilizando um dos agonistas. A inibição da resposta submáxima de OCI e de CCh 

era avaliada por comparação das respostas antes (controle) e após a adição dos 

compostos à cuba. Os valores da concentração dos óleos essenciais que inibem 

50% do efeito máximo produzido por um agonista (CI50) foram obtidos por regressão 

não linear. 
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4.2.1.4 Efeito dos óleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE frente às contrações 

fásicas induzidas por carbacol ou por histamina em íleo de cobaia 

 

O íleo de cobaia era preparado de acordo com Daniel et al. (2001). Os 

cobaias eram mantidos em jejum por um período de 18 horas (dando-lhe somente 

água nesse período). Após este período os animais eram eutanasiados por 

deslocamento cervical seguido de secção dos vasos cervicais. O abdômen era 

aberto e um segmento do íleo de aproximadamente 15 cm de comprimento era 

retirado e colocado em uma placa de Petri contendo solução nutritiva de Krebs 

modificado a 37 C sob aeração com carbogênio. Após a dissecação, o segmento do 

íleo 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 período a solução nutritiva era trocada a cada 15 minutos. Após o 

período de estabilização, era induzida uma contração isotônica com KCl 40 mM para 

verificar a funcionalidade do órgão. A preparação era lavada e após 15 minutos, 

eram induzidas duas contrações isotônicas de magnitude similares com 10-6 M de 

CCh ou de histamina. Os óleos essenciais eram incubados por 15 minutos em 

preparações diferentes, e na presença do óleo essencial era induzida uma terceira 

contração utilizando um dos agonistas. A inibição da resposta submáxima de CCh e 

de histamina era avaliada por comparação das respostas antes (controle) e após a 

adição dos compostos à cuba. Os valores de CI50 eram obtidos como descrito 

anteriormente. 

 

4.2.2 Investigação do mecanismo de ação do RL-OE em íleo de cobaia 

 

4.2.2.1 Caracterização do bloqueio da contração induzida por histamina 

 

O íleo era montado como descrito anteriormente. Após o período de 

estabilização, era induzida uma contração isotônica com KCl 40 mM para verificar a 

funcionalidade do órgão. A preparação era lavada e após 15 minutos, eram 

induzidas duas curvas concentrações-resposta cumulativas similares à histamina 

(10-9  - 10-4 M). Em seguida, na ausência da histamina, RL-OE era incubado por 

15 minutos em diferentes concentrações e em experimentos independentes. Após 

este período, na presença do óleo essencial, uma nova curva concentração-resposta 
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cumulativa à histamina era obtida. Os resultados foram avaliados comparando-se a 

percentagem da resposta contrátil na presença do óleo essencial com aquela obtida 

pela média das amplitudes máximas obtidas das curvas controle (100%), na 

ausência do RL-OE. O tipo de antagonismo exercido pelo RL-OE foi avaliado com 

base na análise dos valores da CE50 e dos valores do efeito máximo (Emax) da 

histamina calculados a partir das curvas concentrações-resposta, na ausência 

(controle) e na presença do RL-OE. 

 

4.2.2.2 Efeito do RL-OE sobre as contrações tônicas induzidas por KCl, por 

CCh ou por histamina  

 

O íleo era montado como descrito no item 4.2.1.4. Após o período de 

estabilização, uma contração submáxima, registrada utilizando transdutores 

isométricos acoplados a um sistema de aquisição digital era obtida com 40 mM de 

KCl, 10-6 M de CCh ou de histamina e durante a fase tônica sustentada o RL-OE era 

adicionado de maneira cumulativa à cuba e em preparações diferentes. O 

relaxamento produzido pelo óleo essencial foi expresso como a percentagem 

reversa da contração produzida pelos agentes contráteis. Os valores de CE50 foram 

expressos como a média  erro padrão da média (e.p.m.) dos valores individuais da 

CE50, calculados pelo uso da regressão não linear.  

 

4.2.2.3 Avaliação da participação dos canais de cálcio dependentes de 

voltagem (CaV) no efeito relaxante do RL-OE 

 

4.2.2.3.1 Efeito do RL-OE frente às contrações induzidas por CaCl2 em meio 

despolarizante (KCl 70 mM) nominalmente sem Ca2+  

 

O íleo era montado como descrito no item 4.2.1.4. Após o período de 

estabilização do órgão por 30 minutos a solução de Krebs modificado era substituída 

pela solução despolarizante (70 mM de KCl) nominalmente sem Ca2+, por um 

período de 45 minutos. Eram induzidas duas curvas similares de maneira 

concentração-resposta cumulativa ao CaCl2, em seguida o RL-OE era incubado na 

ausência de CaCl2 por 15 minutos e após esse período uma terceira curva 

cumulativa ao CaCl2 era obtida na presença do RL-OE (VAN, ROSSUM, 1963). Os 
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resultados foram avaliados comparando-se a percentagem da resposta contrátil na 

presença do óleo essencial com aquela obtida pela média das amplitudes máximas 

obtidas das curvas controle (100%), na ausência do RL-OE. O tipo de antagonismo 

exercido pelo RL-OE foi avaliado com base na análise dos valores de CE50 e do Emax 

do CaCl2 calculado a partir das curvas concentrações-resposta, na ausência 

(controle) e na presença do RL-OE. 

 

4.2.2.3.2 Efeito do RL-OE sobre as contrações tônicas induzidas por 

S-(-)-Bay K8644 

 

Após a estabilização por 30 minutos em solução de Krebs modificado, o íleo 

era parcialmente despolarizado pela adição de 15 mM de KCl por 10 minutos e em 

sua presença era induzida uma contração com 3 x 10-7 M de S-(-)-Bay K8644, um 

agonista seletivo dos CaV do tipo L ou CaV1 (FERRANTE et al., 1989). Durante a 

estabilização da fase tônica dessa contração o RL-OE era adicionado de maneira 

cumulativa. O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contração 

inicial produzida pelo S-(-)-Bay K8644. A CE50 foi obtida por análise de regressão 

não linear. 

 

4.2.2.4 Avaliação do envolvimento dos canais de potássio no efeito relaxante 

do RL-OE 

 

4.2.2.4.1 Efeito do RL-OE sobre as contrações tônicas induzidas por histamina 

na presença de cloreto de césio (CsCl) 

 

O íleo era montado como descrito no item 4.2.1.4. Após o período de 

estabilização, o tecido era adicionado à cuba 5 mM de CsCl, um bloqueador não 

seletivo dos canais de K+ (CECCHI et al., 1987), após 20 minutos na presença do 

bloqueador era induzida uma contração com 10-6 M de histamina e sob o 

componente tônico dessa contração era adicionado o RL-OE de forma cumulativa. O 

relaxamento produzido pelo RL-OE foi expresso como a percentagem reversa da 

contração inicial induzida pelo agonista. Os valores de CE50 do RL-OE foram 

calculados a partir das curvas concentrações-resposta na presença do bloqueador e 

comparados com os valores de CE50 do RL-OE na ausência do bloqueador. 



    73 
Correia, A.C.C.  Material e Métodos 

 

4.2.2.4.2 Efeito do RL-OE sobre as contrações tônicas induzidas por histamina 

na presença de glibenclamida, apamina, 4-aminopiridina (4-AP), tetraetilamônio 

(TEA+) ou iberiotoxina (IbTX) 

 

O íleo era montado como descrito no item 4.2.1.4. Após o período de 

estabilização, era adicionado à cuba 10-5 M de glibenclamida, um bloqueador 

seletivo de canais de K+ sensíveis ao ATP (KATP) (SUN; BENISHN, 1994), 100 nM de 

apamina, um bloqueador seletivo de canais de K+ ativados pelo Ca2+ de pequena 

condutância (SKCa) (ISHII; MAYLIE; ADELMAN, 1997; VAN DER STAAY et al., 

1999), 1 mM de TEA+, que nessa concentração é um bloqueador seletivo dos canais 

de K+ ativados pelo Ca2+ de grande condutância (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 

bloqueador não seletivo dos canais de K+ sensíveis à voltagem (KV) (ROBERTSON; 

NELSON, 1994), após 20 minutos na presença dos bloqueadores, em preparações 

diferentes, uma contração com 10-6 M de histamina era obtida. Em seguida o RL-OE 

era adicionado cumulativamente sob o componente tônico da contração. O 

relaxamento produzido pelo RL-OE e os valores de CE50 do RL-OE foram calculados 

a partir das curvas concentrações-resposta na presença dos bloqueadores e 

comparados com os valores de CE50 do RL-OE na ausência do bloqueador. 

 

4.2.2.4.3 Efeito do RL-OE sobre as contrações tônicas induzidas por histamina 

na presença simultânea de tetraetilamônio (TEA+) e 4-aminopiridina (4-AP) 

 

O íleo era montado como descrito no item 4.2.1.4. Após o período de 

estabilização, era incubado por 20 minutos com 1 mM de TEA+, que nessa 

concentração é um bloqueador seletivo dos BKCa (KNOT, BRAYDEN, NELSON, 

1996) e 0,3 mM de 4-AP, um bloqueador não seletivo dos KV (ROBERTSON; 

NELSON, 1994), na mesma preparação e ainda na presença simultânea dos 

bloqueadores, uma contração com 10-6 M de histamina era obtida para verificar se 

há somação de efeito de ativação dos canais de K+ no relaxamento produzido pelo 

RL-OE. Em seguida o RL-OE era adicionado cumulativamente sob o componente 

tônico da contração. O relaxamento produzido pelo RL-OE e os valores de CE50 do 

RL-OE foram calculados a partir das curvas concentrações-resposta na presença 
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simultânea dos bloqueadores e comparados com os valores de CE50 do RL-OE na 

ausência dos bloqueadores e na presença do bloqueador não seletivo dos canais de 

K+ (CsCl). 

 

4.2.2.4.4 Efeito do RL-OE sobre as contrações tônicas induzidas por histamina 

na presença de 16 mM de KCl 

 

O íleo era montado como descrito no item 4.2.1.4. Após o período de 

estabilização, uma contração tônica era obtida com 10-6 M de histamina. Após 

2 minutos da contração obtida com histamina, adicionava-se 16 mM de KCl, uma 

manobra utilizada para dificultar o efluxo de K+ (SILVA; NOUAILHETAS; 

ABOULAFIA, 1999). Sob o componente tônico dessa contração o RL-OE era 

adicionado cumulativamente. O relaxamento produzido pelo RL-OE e os valores de 

CE50 do RL-OE foram calculados a partir das curvas concentrações-resposta na 

presença de 16 mM de KCl e comparados com os valores de CE50 do RL-OE na 

ausência de 16 mM de KCl. 

 

4.2.2.5 Avaliação da participação da via de sinalização das PDEs/nucleotídios 

cíclicos  

 

4.2.2.5.1 Efeito do RL-OE sobre as contrações tônicas induzidas por histamina 

na presença de aminofilina 

 

O íleo era montado como descrito no item 4.2.1.4. Após o período de 

estabilização, era adicionada à cuba 10-4 M de aminofilina, um inibidor não-seletivo 

das enzimas fosfodiesterases (PDEs) (KAŽIĆ, 1977) e após 20 minutos na presença 

do inibidor era induzida uma contração com 10-6 M de histamina e sob o componente 

tônico dessa contração era adicionado o RL-OE de forma cumulativa. O relaxamento 

produzido pelo RL-OE foi expresso como a percentagem reversa da contração inicial 

induzida pelo agonista. Os valores de CE50 do RL-OE foram calculados a partir das 

curvas concentrações-resposta na presença do inibidor e comparados com os 

valores de CE50 do RL-OE na ausência do inibidor. 
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4.2.2.6 Efeito do RL-OE sobre os miócitos da camada longitudinal do íleo de 

cobaia  

 

4.2.2.6.1 Cultura de miócitos da camada longitudinal do íleo de cobaia 

 

O íleo era retirado segundo o descrito no item 4.2.1.4. Após os 

procedimentos iniciais, o íleo era seccionado em fragmentos de 2-3 cm e a camada 

longitudinal do íleo era retirada com o auxílio de um bastão de vidro (8 mm), lâmina 

e algodão embebido com a solução nutritiva. Após a retirada da camada longitudinal, 

estas eram lavadas sucessivas vezes em solução estéril de PSS sem Ca2+. Em 

seguida, essas amostras eram fragmentadas em pedaços menores com o auxílio de 

tesoura e pinça (adaptado de SHIMUTA et al., 1990). Posteriormente, com uma 

pipeta Pasteur esses fragmentos menores da camada longitudinal eram transferidos 

e distribuídos uniformemente em garrafas estéreis de cultura primária (25 cm2) 

(Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ, EUA). Após a observação de que os 

tecidos se encontravam aderidos à 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 µg/mL de estreptomicina e as garrafas eram 

levadas à estufa a 37 ºC e atmosfera de 5% de CO2 (CLARO et al., 2007). A cada 

48-72 horas o meio de cultura das garrafas era trocado com o auxílio de uma pipeta 

Pasteur estéril conectada a uma bomba a vácuo, a garrafa era inclinada em um 

ângulo de 45 º para a realização da aspiração do meio de cultura. Sempre se 

deixava um pouco do meio de cultura antigo, uma vez que há liberação de fatores de 

crescimento das próprias células em cultura, facilitando o crescimento das células. 

Após a confluência das células em monocamada eram feitos os subcultivos em 

garrafas de cultura (75 cm2) (Corning® Flask, NY, EUA).  

Para a realização do subcultivo, o meio de cultura era completamente 

aspirado com o auxílio de uma pipeta Pasteur estéril conectada a uma bomba a 

vácuo, com o cuidado de não tocar a pipeta na parede da garrafa onde as células 

estão 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. Após essas lavagens, adicionava-se 2 mL de tripsina/EDTA (1:250) por 

aproximadamente 2 minutos, seguida da adição do meio de cultura DMEM, para 

neutralizar a ação da tripsina. Essa suspensão de células era transferida para 
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garrafas de cultura (75 cm2) com a correção do volume do meio de cultura para 

aproximadamente 12 mL e levadas à estufa de CO2 e após a confluência das células 

em monocamada eram preparados os pellets (contendo as células). 

Para a preparação dos pellets, repetia-se todo o procedimento da 

preparação 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 suspensão 

de células para tubos Falcons (Corning® Flask, NY, EUA), seguido de centrifugação 

(500 g) por 5 minutos. Posteriormente, os sobrenadantes eram aspirados, os pellets 

eram ressuspensos em 5 mL de solução 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 soluções utilizadas nos experimentos celulares 

eram filtradas em membranas de filtro 0,22 µm (Milipore), seguida da adição de 

penicilina/estreptomicina (1%). As soluções 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 

utilização de uma capela de fluxo laminar. 

 

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

longitudinal do íleo de cobaia 

 

Os pellets eram homogeneizados em 5 mL do meio de cultura DMEM e uma 

alíquota de 10 µL da suspensão de células era levada a uma câmera de Neubauer 

para a contagem das células. Essa suspensão de células era diluída para que 

100 µL dessa suspensão tivesse aproximadamente 5 x 103 células/mL. Em seguida, 

a suspensão de células era semeada (100 µL) em microplacas estéreis de 96 poços 

(Corning® Flask, NY, EUA) e estas eram levadas em estufa de CO2 por 24 horas 

para adesão das células.  

Após o período de aderência das células o meio de cultura de cada poço era 

desprezado, em seguida eram adicionados 100 µL de solução do RL-OE na 

concentração de 81 µg/mL, diluídos em meio de cultura DMEM. Após a incubação 

por 2 horas, a 37 ºC em estufa de CO2, adicionava-se 10 µL de MTT ([brometo de 
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(3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazólio]) na concentração de 5 mg/mL em cada 

poço e esperava-se 6 horas em estufa a 37 ºC e atmosfera de 5% de CO2. 

O MTT é um corante amarelo, que é reduzido por células que mantêm a 

integridade mitocondrial para um composto azul (formazan), insolúvel em solução 

aquosa. Apenas as células viáveis reduzem o MTT (amarelo) para o formazan (azul), 

portanto a quantidade de formazan produzido é proporcional ao número de células 

viáveis (MOSMANN, 1983; DENIZOT; LANG, 1986). Após o período de incubação 

de 6 horas, a microplaca de 96 poços era centrifugada, o sobrenadante era 

desprezado e ressuspenso em 100 µL de dimetilsufóxido (DMSO), e deixado por um 

período de 30 minutos, a 37 ºC em estufa de CO2, 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 absorbância dos poços da 

microplaca correlaciona-se ao número de células viáveis. O controle foi determinado 

apenas com o meio de cultura DMEM, sem a incubação dos óleos essenciais, 

apresentando 75,2 ± 1,3% de células viáveis. Todos os experimentos foram feitos 

em triplicata. 

 

4.2.2.6.3 Avaliação do efeito do RL-OE sobre a concentração citosólica de Ca2+ 

([Ca2+]c) em miócitos da camada longitudinal de íleo de cobaia 

  

Os pellets eram homogeneizados em 5 mL do meio de cultura DMEM e uma 

alíquota de 10 µL da suspensão de células era levada a uma câmera de Neubauer 

para a contagem das células. Essa suspensão de células era diluída para que 

100 µL dessa suspensão tivesse aproximadamente 104 células/mL. Em seguida, a 

suspensão de células era semeada (100 µL) em microplacas pretas estéreis de 

96 poços (Corning® Flask, NY, USA), deixadas em estufa a 37 ºC e atmosfera de 5% 

de CO2 por 24 horas para adesão das células.  

Após o período de aderência das células, o meio de cultura de cada poço 

era desprezado e adicionados 50 µL de solução de Fluo-4 NW e deixados em 

repouso por 40 minutos em estufa a 37 ºC e atmosfera de 5% de CO2, para a 

incorporação do fluoróforo. O Fluo-4 é um indicador de cálcio de alta afinidade 

(Kd ~ 345 nM) que fluoresce quando excitado a 488 nm e, mesmo em baixas 

concentrações, tem quase o dobro da fluorescência de outros corantes, o que é 

valioso em baixa densidade celular (PAREDES et al., 2008). Após a incorporação do 
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fluoróforo, a microplaca era levada ao FlexStation 3 para a quantificação da 

fluorescência. O Fluo-4 era excitado a 490 nm, e a emissão da luz era detectada a 

524 nm, com um filtro de 515 nm. Os registros eram obtidos sem interrupção por 

240 segundos. As células eram estimuladas com 10-6 M de histamina (controle) e 

subsequente administração de 81 µg/mL de RL-OE, de 1 µM de verapamil, um 

bloqueador dos CaV-L (STANEVA-STOYTCHEVA; VENKOVA, 1992), ou de HBSS 

(veículo) em diferentes poços da microplaca. 

As porcentagens de intensidade de fluorescência foram calculadas utilizando 

como parâmetro a diferença entre as intensidades de fluorescências nos tempos de 

20 s (tempo de aplicação da histamina) e 110 s (tempo da administração das 

substâncias teste (controle = 100%)) e nos tempo de 20 s e 240 s (tempo final de 

observação). 

 

4.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

  

Todos os resultados obtidos foram expressos como média ± e.p.m. e 

analisados estatisticamente empregando-se o teste t (não-pareado) ou análise de 

variância (ANOVA) one-way seguido do pós-teste de Bonferroni e as diferenças 

entre as médias foram consideradas significantes quando os valores de p < 0,05.  

Como parâmetro de eficácia foi utilizado o efeito máximo (Emax) e como 

parâmetro de potência foram utilizados as CE50 ou CI50. Os valores de CE50 e CI50 

(NEUBIG et al., 2003) foram calculados por regressão não linear para todos os 

experimentos realizados, usando a seguinte equação: 

 

          
            

                             
 

 

Onde: 

Y = resposta da substância testada em porcentagem. 

X = Logaritmo na base 10 da concentração do agonista. 

Bottom = menor efeito assumido para “Y”. 

Top = maior efeito assumido para “Y”. 

LogCE50 = logaritmo na base 10 da concentração da substância teste que 

produz 50% do seu efeito máximo. 
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HillSlope = valor da constante de Hill.  

Todos os resultados foram analisados com auxílio do programa GraphPad 

Prism® versão 5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, EUA). 
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 5 Resultados

 

 

 

5.1 Triagem farmacológica preliminar 

 

5.1.1 Efeito dos óleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE sobre as contrações 

tônicas induzidas por fenilefrina em aorta de rato 

 

O XL-OE (243 e 729 µg/mL) foi equieficaz em relaxar os anéis de aorta 

pré-contraídos com 3 x 10-7 M de fenilefrina na presença (9,9 ± 2,4 e 31,7 ± 6,1%, 

respectivamente, n = 3) e na ausência (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 µg/mL, n = 5) relaxou de maneira significante e dependente 

de concentração os anéis de aorta pré-contraídos com fenilefrina na presença de 

endolétio funcional (CE50 = 266,0 ± 32,2 µg/mL, n = 5, Figura 16A, Gráfico 1 e 

Tabela 2), com Emax de 96,8 ± 1,9% (Tabela 1), já na ausência de endotélio, o 

XF-OE relaxou os anéis aórticos pré-contraídos com fenilefrina apenas nas 

concentrações de 243 e 729 µg/mL (6,7 ± 4,4 e 58,9 ± 13,2%, respectivamente, 

n = 3, Figura 16B e Tabela 1).  

O RL-OE (9-729 µg/mL) relaxou de maneira significante, dependente de 

concentração e equipotente os anéis de aorta pré-contraídos com fenilefrina tanto na 

presença (CE50 = 95,5 ± 14,4 µg/mL, n = 5) como na ausência 

(CE50 = 108,1 ± 21,9 µg/mL, n = 5) de endotélio funcional (Figura 17, Gráfico 2 e 

Tabela 2), com Emax de 95,6 ± 1,8 e 100%, respectivamente (Tabela 1). 

Comparando os valores de CE50 dos óleos essenciais XF-OE e RL-OE na 

presença 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 típicos do efeito relaxante do XL-OE em anéis de aorta de rato 
pré-contraídos com 3 x 10-7 M de fenilefrina na presença (A) e na ausência (B) de endotélio 
funcional. 
 

 
 

 
 
 

 

 
 
FEN = fenilefrina, ACh = acetilcolina, L = lavagem. 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Figura 16 – Registros típicos do efeito relaxante do XF-OE em anéis de aorta de rato 
pré-contraídos com 3 x 10-7 M de fenilefrina na presença (A) e na ausência (B) de endotélio 
funcional. 
 
 
 

 
 

 
FEN = fenilefrina, ACh = acetilcolina, L = lavagem. 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Gráfico 1 – Efeito relaxante do XF-OE em anéis de aorta de rato pré-contraídos com 
3 x 10-7  M de fenilefrina na presença () de endotélio funcional. 
 
 
 

 
 

 
Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5. 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Figura 17 – Registros típicos do efeito relaxante do RL-OE em anéis de aorta de rato 
pré-contraídos com 3 x 10-7 M de fenilefrina na presença (A) e na ausência (B) de endotélio 
funcional. 

 

 

 
FEN = fenilefrina, ACh = acetilcolina, L = lavagem.  
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Gráfico 2 – Efeito relaxante do RL-OE em anéis de aorta de rato pré-contraídos com 
3 x 10-7 M de fenilefrina na presença () e na ausência () de endotélio funcional. 
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Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.  
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Tabela 1 – Valores de Emax (%) dos óleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE sobre as 
contrações tônicas induzidas por 3 x 10-7 M de fenilefrina em anéis de aorta de rato. 
  
 

Óleo essencial 
Emax (%) 

[OE] µg/mL E+ (n) [OE] µg/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)a,b 729 58,9 ± 13,2 (3) 
RL-OE 729 95,6 ± 1,8 (5)c 729 100 (5)d,e,f 

 
Teste t; ap < 0,01 [XF-OE (E+) vs. XF-OE (E-)]; bp < 0,001 [XF-OE (E+) vs. XL-OE (E+)]; 
cp < 0,001 [RL-OE (E+) vs. XL-OE (E+)]; dp < 0,05 [RL-OE (E-) vs. RL-OE (E+)]; 
ep < 0,01 [RL-OE (E-) vs. XF-OE (E-)]; fp < 0,001 [RL-OE (E-) vs. XL-OE (E-)]; 
OE = óleo essencial; E+ = presença de endotélio; E- = ausência de endotélio; n = nº de 
experimentos (animais). 
 
Fonte: Autor, 2013. 
 
 
 
 
Tabela 2 – Valores de CE50 (µg/mL) dos óleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE sobre as 
contrações tônicas induzidas por 3 x 10-7 M de fenilefrina em anéis de aorta de rato. 
  
 

Óleo essencial 
CE50 (µg/mL) 

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+ = presença de endotélio; E- = ausência 
de endotélio; Nd = não determinado, n = nº de experimentos (animais). 

Fonte: Autor, 2013. 
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5.1.2 Efeito dos óleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE sobre as contrações 

tônicas induzidas por carbacol em traqueia de cobaia 

 

O XL-OE (243 e 729 µg/mL) foi equieficaz em relaxar os anéis de traqueia 

pré-contraídos com 10-6 M de CCh na presença (24,9 ± 9,8 e 32,8 ± 6,7%, 

respectivamente, n = 3) e na ausência (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 µg/mL) foi equieficaz em relaxar os anéis de traqueia 

pré-contraídos com CCh na presença (37,4 ± 7,4 e 30,8 ± 1,6%, respectivamente, 

n = 3) e na ausência (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 µg/mL) relaxou de maneira significante, dependente de 

concentração, equieficaz e equipotente os anéis de traqueia pré-contraídos com 

CCh tanto na presença (CE50 = 125,7 ± 27,2 µg/mL, n = 5) como na ausência 

(CE50 = 101,7 ± 22,6 µg/mL, n = 5) de epitélio funcional (Figura 20, Gráfico 3 e 

Tabela 4) e atingindo o Emax de 97,8 ± 2,2 e 100%, respectivamente (Tabela 3). 

 

 

 



88 
Correia, A.C.C.  Resultados 

 

  

 
 
 
 
Figura 18 – Registros típicos do efeito relaxante do XL-OE em anéis de traqueia de cobaia 
pré-contraídos com 10-6 M de carbacol na presença (A) e na ausência (B) de epitélio 
funcional. 
 
 

 
 
 

 
 
CCh = carbacol, AA = ácido araquidônico, L = lavagem. 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Figura 19 – Registros típicos do efeito relaxante do XF-OE em anéis de traqueia de cobaia 
pré-contraídos com 10-6 M de carbacol na presença (A) e na ausência (B) de epitélio 
funcional. 
 

 

 
 
 

 
 
CCh = carbacol, AA = ácido araquidônico, L = lavagem. 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Figura 20 – Registros típicos do efeito relaxante do RL-OE em anéis de traqueia de cobaia 
pré-contraídos com 10-6 M de carbacol na presença (A) e na ausência (B) de epitélio 
funcional. 
 
 

 

 
 
 
CCh = carbacol, AA = ácido araquidônico, L = lavagem. 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Gráfico 3 – Efeito relaxante do RL-OE em anéis de traqueia de cobaia pré-contraídos com 
10-6 M de carbacol na presença (○) e na ausência (●) de epitélio funcional. 
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Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5. 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Tabela 3 – Valores de Emax (%) dos óleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE sobre as 
contrações tônicas induzidas por 10-6 M de carbacol em anéis de traqueia de cobaia. 
 
 

Óleo essencial 
Emax (%) 

[OE] µg/mL E+ (n) [OE] µg/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)c 
RL-OE 729 97,8 ± 2,2 (5)a,b 729 100 (5)d,e 

 
Teste t; ap < 0,001 [RL-OE (E+) vs. XL-OE (E+)]; b p < 0,001 [RL-OE (E+) vs. XF-OE (E+)]; 
cp < 0,01 [XF-OE (E-) vs. XL-OE (E-)]; dp < 0,001 [RL-OE (E-) vs. XL-OE (E-)]; 
ep < 0,001 [RL-OE (E-) vs. XF-OE (E-)]; OE = óleo essencial; E+ = presença de epitélio; 
E- = ausência de epitélio; n = nº de experimentos (animais). 
 
Fonte: Autor, 2013. 
 

 

 

Tabela 4 – Valores de CE50 (µg/mL) dos óleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE sobre as 
contrações tônicas induzidas por 10-6 M de carbacol em anéis de traqueia de cobaia. 
  
 

Óleo essencial 
CE50 (µg/mL) 

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+ = presença de epitélio; E- = ausência de epitélio; Nd = não determinado; n = nº de 
experimentos (animais). 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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5.1.3 Efeito dos óleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE frente às contrações 

fásicas induzidas por ocitocina ou por carbacol em útero de rata 

 

O XL-OE apresentou efeito tocolítico apenas na concentração de 729 µg/mL, 

antagonizando de maneira significante e equieficaz as contrações fásicas induzidas 

por 10-2 UI/mL de ocitocina (Emax = 74,3 ± 9,1%, n = 3) e por 10-5 M de CCh 

(Emax = 59,7 ± 8,5%, n = 3) (Gráfico 4 e Tabela 5) em útero de rata.  

Os óleos essenciais XF-OE (27-729 µg/mL) e RL-OE (3-249 µg/mL) 

antagonizaram as contrações fásicas induzidas por ocitocina e por CCh em útero de 

rata (Gráfico 5 e 6) de maneira significante, equieficazes e dependente de 

concentração. Os valores de Emax para o XF-OE e o RL-OE foram de 97,2 ± 1,3% 

(n = 5) e 100% (n = 5), respectivamente, frente à 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 CI50 

para o XF-OE e o RL-OE foram de 189,3 ± 18,2 e de 20,6 ± 3,3 µg/mL, 

respectivamente, frente à ocitocina e 370,3 ± 33,1 (n = 3) e 87,1 ± 1,0 µg/mL (n = 5), 

respectivamente, frente ao CCh (Tabela 6).  

Analisando os valores de Emax e CI50 entre os três óleos essenciais, 

observou-se que o XL-OE foi o menos eficaz. Quanto aos valores de CI50 dos óleos 

XF-OE e RL-OE, frente aos agonistas testados, observou-se que ambos os óleos 

essenciais apresentaram uma maior potência (aproximadamente 2 e 4 vezes, 

respectivamente) em antagonizar as contrações induzidas por ocitocina que por 

CCh. O RL-OE foi o óleo essencial mais potente para ambos os agonistas testados. 
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Gráfico 4 – Efeito do XL-OE frente às contrações fásicas induzidas por 10-2 UI/mL de 
ocitocina (A) e por 10-5 M de carbacol (B) em útero 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 pós-teste de Bonferroni. ***p < 0,001 (controle vs. XL-OE).  
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Gráfico 5 – Efeito do XF-OE frente às contrações fásicas induzidas por 10-2 UI/mL de 
ocitocina (A) e por 10-5 M de carbacol  (B) em útero de rata. 
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5 (A) 
e n = 3 (B). ANOVA one-way seguido do pós-teste de Bonferroni. *p < 0,05; ***p < 0,001 
(controle vs. XF-OE). 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Gráfico 6 – Efeito do RL-OE frente às contrações fásicas induzidas por 10-2 UI/mL de 
ocitocina (A) e por 10-5 M de carbacol  (B) em útero 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 pós-teste de Bonferroni. ***p < 0,001 (controle vs. RL-OE).  
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Tabela 5 – Valores de Emax (%) dos óleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE frente às 
contrações fásicas induzidas por 10-2 UI/mL de ocitocina e por 10-5 M de carbacol em útero 
de rata. 
 

Óleo essencial 
Emax (%) 

[OE] µg/mL OCI (n) [OE] µg/mL CCh (n) 

XL-OE 729 74,3 ± 9,1 (3) 729 59,7 ± 8,5 (3) 
XF-OE 729 97,2 ± 1,3 (5)a 729 94,6 ± 3,0 (5)c 
RL-OE 243 100 (5)b 81 99,9 ± 0,1 (5)d 

 
Teste t; ap < 0,01 [XF-OE (OCI) vs. XL-OE (OCI)]; bp < 0,01 [RL-OE (OCI) vs. XL-OE (OCI)]; 
cp < 0,001 [XF-OE (CCh) vs. XL-OE (CCh)]; dp < 0,001 [RL-OE (CCh) vs. XL-OE (CCh)]; 
OE = óleo essencial; n = nº de experimentos (animais). 
 
Fonte: Autor, 2013. 

 
 
 

Tabela 6 – Valores de CI50 (µg/mL) dos óleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE frente às 
contrações fásicas induzidas por 10-2 UI/mL de ocitocina e por 10-5 M de carbacol em útero 
de rata. 
  

Óleo essencial 
CI50 (µg/mL) 

OCI (n) CCh (n) 

XL-OE Nd Nd 
XF-OE 189,3 ± 18,2a,c (5) 370,3 ± 33,1b,c (5) 
RL-OE 20,6 ± 3,3a,d (5) 87,1 ± 1,0b,d (5) 

 

Teste t; ap < 0,001 [XF-OE (OCI) vs. RL-OE (OCI)]; bp < 0,001 [XF-OE (CCh) vs. RL-OE 
(CCh)]; cp < 0,001 [XF-OE (OCI) vs. XF-OE (CCh)]; dp < 0,001 [RL-OE (OCI) vs. RL-OE 
(CCh)]; Nd = não determinado; n = nº de experimentos (animais). 

 
Fonte: Autor, 2013. 
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5.1.4 Efeito dos óleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE frente às contrações 

fásicas induzidas por carbacol ou por histamina em íleo de cobaia 

 

Todos os óleos essenciais, o XL-OE (27-729 µg/mL), o XF-OE 

(3-729 µg/mL) e o RL-OE (0,3-243 µg/mL), antagonizaram as contrações fásicas 

induzidas por 10-6 M de carbacol e de histamina em íleo de cobaia (Gráficos 7, 8 e 9, 

n = 5) de maneira significante e dependente de concentração. Os valores de Emax 

foram 95,1 ± 2,8; 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 à histamina (Tabela 7) 

e os valores de CI50 foram 83,3 ± 15,6; 74,0 ± 8,1 e 49,4 ± 5,1 µg/mL, 

respectivamente, frente ao carbacol e 81,8 ± 11,2; 38,1 ± 2,6 e 3,1 ± 0,4 µg/mL, 

respectivamente, frente à histamina (Tabela 8).   

Analisando os valores de Emax e CI50 dos três óleos essenciais, observou-se 

que foram equieficazes em antagonizar as contrações induzidas pelos dois 

agonistas testados. Quanto ao parâmetro de potência, o XL-OE foi equipotente em 

antagonizar as contrações induzidas pelos dois agonistas testados. Por outro lado, o 

XF-OE e o RL-OE apresentaram maior potência em antagonizar as contrações 

induzidas por histamina quando comparadas com carbacol, em aproximadamente 2 

vezes e 16 vezes, respectivamente. Quando os três óleos essenciais foram 

comparados em relação às contrações induzidas por carbacol se mostraram 

equipotentes. No entanto, em relação às contrações induzidas por histamina, o 

RL-OE foi o mais potente, aproximadamente 26 vezes quando comparado ao XL-OE 

e 12 vezes quando comparado ao XF-OE. 
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Gráfico 7 – Efeito do XL-OE frente às contrações fásicas induzidas por 10-6 M de carbacol 
(A) e de histamina (B) em íleo 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 pós-teste de Bonferroni. ***p < 0,001 (controle  vs. XL-OE). 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Gráfico 8 – Efeito do XF-OE frente às contrações fásicas induzidas por 10-6 M de carbacol 
(A) e de histamina (B) em íleo 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 pós-teste de Bonferroni. *p < 0,05 e ***p < 0,001 (controle  vs. 
XF-OE).  
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Gráfico 9 – Efeito do RL-OE frente às contrações fásicas induzidas por 10-6 M de carbacol 
(A) e de histamina (B) em íleo 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 pós-teste de Bonferroni. **p < 0,01; ***p < 0,001 (controle  vs. 
RL-OE).  
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Tabela 7 – Valores de Emax (%) dos óleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE frente às 
contrações fásicas induzidas por 10-6 M de carbacol e de histamina em íleo de cobaia. 
  
 

Óleo essencial 
Emax (%) 

[OE] µg/mL CCh (n) [OE] µg/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 = óleo essencial; n = nº de experimentos (animais). 
 
Fonte: Autor, 2013. 
 
 
 
Tabela 8 – Valores de CI50 (µg/mL) dos óleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE frente às 
contrações fásicas induzidas por 10-6 M de carbacol e de histamina em íleo de cobaia. 
  

Óleo essencial 
CI50 (µg/mL) 

CCh (n) Histamina (n) 

XL-OE 83,3 ± 15,6 (5) 81,8 ± 11,2c,d (5) 
XF-OE 74,0 ± 8,1a (5) 38,0 ± 2,4a,c,e (5) 
RL-OE 49,4 ± 5,1b,c (5) 3,1 ± 0,4b,d,e (5) 

 
Teste t; a p < 0,001 [XF-OE (CCh) vs. XF-OE (histamina)]; b p < 0,001 [RL-OE (CCh) vs. 
RL-OE (histamina)]; c p < 0,01 [XL-OE (histamina) vs. XF-OE (histamina)]; d p < 0,001 
[XL-OE (histamina) vs. RL-OE (histamina)]; e p < 0,001 [XF-OE (histamina) vs. RL-OE 
(histamina)]; CCh = carbacol; n = nº de experimentos (animais). 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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5.2 Investigação do mecanismo de ação do RL-OE em íleo de cobaia 

 

5.2.1 Caracterização do bloqueio da contração induzida por histamina 

 

O RL-OE (9, 27 e 81 µg/mL, n = 5) inibiu de maneira significante e 

dependente de concentração as contrações induzidas por histamina (Gráfico 10). As 

curvas cumulativas à histamina foram desviadas para a direita de forma não paralela 

e com redução do Emax de 100% (controle) para 96,2 ± 2,6; 48,7 ± 2,8 e 6,8 ± 2,3%, 

respectivamente (Gráfico 10 e Tabela 9). Os valores de CE50 da histamina passaram 

de 2,5 ± 0,2 x 10-7 M (controle) para 7,9 ± 1,8 e 6,9 ± 3,4 x 10-7 M, nas 

concentrações de 9 e 27 µg/mL, respectivamente (Tabela 9). 
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Gráfico 10 – Curvas concentrações-resposta cumulativas à histamina na ausência 
(controle) (●) e na presença de RL-OE nas concentrações de 9 (○); 27 () e 81 (□) µg/mL 
em íleo de cobaia.  
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Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5. 
ANOVA one-way seguido do pós-teste de Bonferroni, ***p < 0,001 (controle vs. RL-OE).  
 
Fonte: Autor, 2013. 
 
 
 
Tabela 9 – Valores de Emax (%) e de CE50 (M) da histamina na ausência (controle) e na 
presença do RL-OE em íleo de cobaia (n = 5). 
 

RL-OE (µg/mL) Emax (%) CE50 (M) 

Controle  100 2,5 ± 0,2 x 10-7 
9  96,2 ± 2,6 7,9 ± 1,8 x 10-7 * 
27  48,7 ± 2,8 *** 6,9 ± 3,4 x 10-7 
81  6,8 ± 2,3 *** Nd  

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

 

Fonte: Autor, 2013. 
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5.2.2 Efeito do RL-OE sobre as contrações tônicas induzidas por KCl, por 

carbacol ou por histamina 

 

O RL-OE (0,1-243 µg/mL, n = 5) relaxou de maneira dependente de 

concentração e significante o íleo de cobaia (Figura 21) pré-contraído por 40 mM de 

KCl (CE50 = 10,1 ± 1,1 µg/mL) e por 10–6  M de CCh (CE50 = 11,6 ± 2,1 µg/mL) ou de 

histamina (CE50 = 6,6 ± 0,3 µg/mL). Analisando os valores de CE50 pode ser 

observado que o RL-OE foi 1,5 e 1,75 vezes mais potente em relaxar as contrações 

tônicas induzidas por histamina quando comparadas ao KCl e ao CCh, 

respectivamente (Tabela 10). Os valores de Emax (100%) do RL-OE foram atingidos 

na concentração de 81 µg/mL para as contrações induzidas por histamina e de 

243 µg/mL para as contrações induzidas por KCl ou CCh (Gráfico 11 e Tabela 10). 
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Figura 21 – Registros típicos do efeito relaxante do RL-OE sobre as contrações tônicas 
induzidas por 40 mM de KCl (A), 10-6 M de carbacol (B) e de histamina (C) em íleo de 
cobaia. 

 

 

 

 

CCh = carbacol, Hist. = histamina e as setas para baixo representam as concentrações 
cumulativas de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27 e 81 µg/mL do RL-OE, respectivamente. 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Gráfico 11 – Efeito do RL-OE sobre as contrações tônicas induzidas por 40 mM de KCl (),  
10-6 M de CCh (▲) e de histamina (□) em íleo de cobaia. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5.  
 
Fonte: Autor, 2013. 

 

 
Tabela 10 – Valores de Emax (%) e de CE50 (µg/mL) do RL-OE sobre as contrações tônicas 
induzidas por 40 mM de KCl, por 10-6 M de carbacol ou por 10-6 M histamina em íleo de 
cobaia (n = 5). 
 

Agentes contráteis Emax (%) CE50 (µg/mL) 

KCl  100 10,1 ± 1,1 
CCh  100 11,6 ± 2,1 

histamina  100 6,6 ± 0,3* 

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

 

Fonte: Autor, 2013. 
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5.2.3 Avaliação da participação dos canais de cálcio dependentes de voltagem 

(CaV) no efeito relaxante do RL-OE 

 

5.2.3.1 Efeito do RL-OE frente às contrações induzidas por CaCl2 em meio 

despolarizante (KCl 70 mM) nominalmente sem Ca2+ 

 

O RL-OE (3, 9, 27 e 81 µg/mL, n = 5) inibiu de maneira dependente de 

concentração e significante as contrações cumulativas induzidas pelo aumento na 

concentração extracelular de CaCl2 em meio despolarizante nominalmente sem 

Ca2+. As curvas cumulativas ao CaCl2 foram desviadas para direita de forma não 

paralela e com redução do Emax de 100% (controle) para 91,7  4,4; 76,7  7,3; 

21,7  3,1 e 2,7  1,8%, respectivamente (Gráfico 12). Os valores de CE50 do CaCl2 

passaram de 0,7 ± 0,1 x 10-3 M (controle) para 2,2 ± 0,3; 3,9 ± 0,7 e 

10,3 ± 1,3 x 10-3 M, respectivamente (Tabela 11).  
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Gráfico 12 – Curvas concentrações-resposta cumulativas ao CaCl2 em meio despolarizante 

nominalmente sem Ca2+ na ausência () e na presença do RL-OE nas concentrações de 

3 (), 9 (), 27 () e 81 () µg/mL, em íleo de cobaia.  
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Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5. 
ANOVA one-way seguido do pós-teste de Bonferroni; *p < 0,05; ***p < 0,001 (controle vs. 
RL-OE). 
 
Fonte: Autor, 2013. 

 

 
 
Tabela 11 – Valores de Emax (%) e de CE50 (M) do CaCl2 na ausência (controle) e na 
presença do RL-OE em íleo de cobaia. 
  

RL-OE (µg/mL) Emax (%) CE50 (M) 

Controle  100 0,7 ± 0,1 x 10-3 

3  91,7  4,4 2,2 ± 0,3 x 10-3 ** 

9  76,7  7,3* 3,9 ± 0,7 x 10-3** 

27  21,7  3,1*** 10,3 ± 1,3 x 10-3*** 

81  2,7  1,8*** Nd 

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

Fonte: Autor, 2013. 
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5.2.3.2 Efeito do RL-OE sobre as contrações tônicas induzidas por 

S-(-)-Bay K8644 

 

A potência relaxante do RL-OE sobre o íleo de cobaia pré-contraído com 

3 x 10-7 M de S-(-)-Bay K8644 (CE50 = 20,4 ± 4,2 µg/mL, n = 5), um agonista dos 

CaV, em meio parcialmente despolarizado com 15 mM de KCl, foi reduzida em cerca 

de 2 vezes quando comparado ao íleo pré-contraído por 40 mM de KCl 

(CE50 = 10,1 ± 1,1 µg/mL, n = 5) (Figura 22 e Gráfico 13). 
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Figura 22 – Registro típico do efeito relaxante do RL-OE em íleo de cobaia pré-contraído 
por 40 mM de KCl (A) e por 3 x 10-7 M de S-(-)-Bay K8644 parcialmente despolarizado com 
15 mM de KCl (B).  
 

 

 

 

As setas para baixo representam a adição cumulativa do RL-OE nas concentrações de 0,1; 
0,3; 1; 3; 9; 27 e 81 µg/mL (A) e 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27; 81; 243 e 729 µg/mL (B). 
 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Gráfico 13 – Efeito do RL-OE sobre as contrações tônicas induzidas por 40 mM de KCl () 
e por 3 x 10-7 M de S-(-)-Bay K8644 ().  
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Os símbolos 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 Avaliação do envolvimento dos canais de potássio no efeito relaxante do 

RL-OE 

 

5.2.4.1 Efeito do RL-OE sobre as contrações tônicas induzidas por histamina 

na ausência e na presença de cloreto de césio (CsCl) 

  

O RL-OE relaxou o íleo de cobaia pré-contraído por 10-6 M de histamina na 

ausência (0,1-81 µg/mL, n = 5) e na presença (0,1-243 µg/mL, n = 5) de 5 mM de 

CsCl, um bloqueador não seletivo dos canais de potássio (Figura 23). A potência 

relaxante do RL-OE (CE50 = 22,1 ± 4,8 µg/mL) foi reduzida em 3,4 vezes quando 

comparada ao relaxamento produzido pelo RL-OE na ausência de CsCl 

(CE50 = 6,6 ± 0,3 µg/mL) (Gráfico 14 e Tabela 12).  
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Figura 23 – Registros típicos do efeito relaxante do RL-OE sobre as contrações tônicas 
induzidas por 10-6 M de histamina na ausência (A) e na presença (B) de 5 mM de CsCl em 
íleo de cobaia. 
 
 
 

  
 
 
 

 
 

 
 
Hist. = histamina e as setas para baixo representam a adição cumulativa do RL-OE nas 
concentrações de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27 e 81 µg/mL (A) e 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27; 81 e 243 µg/mL 
(B). 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Gráfico 14 – Efeito do RL-OE sobre as contrações tônicas induzidas por 10-6 M de histamina 
na ausência (□) e na presença () de 5 mM de CsCl, em íleo de cobaia.  
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Os símbolos 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 contrações tônicas induzidas por histamina 

na presença de glibenclamida, apamina, 4-aminopiridina (4-AP), tetraetilamônio 

(TEA+) ou iberiotoxina (IbTX) 

 

O RL-OE (0,1-81 µg/mL) relaxou o íleo de cobaia pré-contraído por 10-6 M de 

histamina de maneira significante e dependente de concentração tanto na ausência 

(controle) como na presença (0,1-243 µg/mL) de diferentes bloqueadores seletivos 

de canais de potássio incubados separadamente (Figuras 24-28). 

Na presença de 10-5 M de glibenclamida (bloqueador seletivo dos KATP) e de 

100 nM de apamina (bloqueador seletivo dos SKCa) as curvas de relaxamento não 

foram alteradas quando comparadas as curvas controle (Gráficos 15A e B, 

respectivamente), enquanto que, na presença de 0,3 mM de 4-AP (bloqueador 

seletivo dos KV), 1 mM de TEA+ (nessa concentração é um bloqueador seletivo dos 

BKCa) e 97 nM de IbTX (bloqueador seletivo dos BKCa) as curvas controle foram 

desviadas para a direita de maneira significante (Gráficos 15C, D e E, 

respectivamente). 

Além disso, observa-se que a potência relaxante do RL-OE 

(CE50 = 6,6 ± 0,3 µg/mL, n = 5) não foi reduzida na presença de 10-5 M de 

glibenclamida (CE50 = 8,0 ± 1,1 µg/mL, n = 5) ou 100 nM de apamina 

(CE50 = 6,9 ± 0,5 µg/mL, n = 5), enquanto que, na presença de 0,3 mM de 4-AP 

(CE50 = 13,9 ± 0,9 µg/mL, n = 5), 1 mM de TEA+ (CE50 = 13,0 ± 1,9 µg/mL, n = 5) ou 

97 nM de IbTX (CE50 = 19,0 ± 0,8 µg/mL, n = 4) , a potência relaxante foi reduzida 

cerca de 2 vezes na presença de 4-AP e 1 mM de TEA+ e cerca de 3 vezes na 

presença de IbTX (Tabela 12). 
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Figura 24 – Registros típicos do efeito relaxante do RL-OE sobre as contrações tônicas 
induzidas por 10-6 M de histamina na ausência (A) e na presença (B) de 10-5 M de 
glibenclamida em íleo de cobaia. 
 
 

  
 

 

 
 
Hist. = histamina e as setas para baixo representam a adição cumulativa do RL-OE nas 
concentrações de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27 e 81 µg/mL. 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Figura 25 – Registros típicos do efeito relaxante do RL-OE sobre as contrações tônicas 
induzidas por 10-6 M de histamina na ausência (A) e na presença (B) de 100 nM de apamina 
em íleo de cobaia. 
 
 

 
  
 

 
 

Hist. = histamina e as setas para baixo representam a adição cumulativa do RL-OE nas 
concentrações de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27 e 81 µg/mL. 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Figura 26 – Registros típicos do efeito relaxante do RL-OE sobre as contrações tônicas 
induzidas por 10-6 M de histamina na ausência (A) e na presença (B) de 0,3 mM de 
4-aminopiridina em íleo de cobaia. 
 
 

 
  

 

 
 
Hist. = histamina, 4-AP = 4-aminopiridina, as setas para baixo representam a adição 
cumulativa do RL-OE nas concentrações de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27 e 81 µg/mL (A) e 0,1; 0,3; 1; 
3; 9; 27; 81 e 243 µg/mL (B) 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Figura 27 – Registros típicos do efeito relaxante do RL-OE sobre as contrações tônicas 
induzidas por 10-6 M de histamina na ausência (A) e na presença (B) de 1 mM de 
tetraetilamônio em íleo de cobaia. 
 
 

 

 
  
 
Hist. = histamina, TEA+ = íon tetraetilamônio, as setas para baixo representam a adição 
cumulativa do RL-OE nas concentrações de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27 e 81 µg/mL (A) e 0,1; 0,3; 1; 
3; 9; 27; 81 e 243 µg/mL (B) 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Figura 28 – Registros típicos do efeito relaxante do RL-OE sobre as contrações tônicas 
induzidas por 10-6 M de histamina na ausência (A) e na presença (B) de 97 nM de 
iberiotoxina em íleo de cobaia. 
 
 
 

 
 

 

Hist. = histamina, IbTX = iberiotoxina, as setas para baixo representam a adição cumulativa 
do RL-OE nas concentrações de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27 e 81 µg/mL (A) e 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27; 81 
e 243 µg/mL (B) 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Gráfico 15 – Efeito do RL-OE sobre as contrações tônicas induzidas por 10-6 M de histamina 
na ausência (□) e na presença de 10-5 M de glibenclamida (●, A), de 100 nM apamina 
(, B), de 0,3 mM de 4-aminopiridina (▲, C), 1 mM de tetraetilamônio (■, D) e 97 nM de 
iberiotoxina (, E) em íleo de cobaia.  

 

 
 

 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, n = 5 
(A, B, C e D) e n = 4 (E). 

 
Fonte: Autor, 2013.
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5.2.4.3 Efeito do RL-OE sobre as contrações tônicas induzidas por histamina 

na presença simultânea de tetraetilamônio (TEA+) e 4-aminopiridina (4-AP) 

 

A potência relaxante do RL-OE sobre o íleo de cobaia pré-contraído por 

10-6 M de histamina (CE50 = 6,6 ± 0,3 µg/mL, n = 5) foi reduzida em cerca de 3,7 

vezes quando comparada ao relaxamento produzido pelo RL-OE na presença 

simultânea dos bloqueadores TEA+ e 4-AP (CE50 = 24,1 ± 3,9 µg/mL, n = 5) (Figura 

29 e Gráfico 16).  

Além disso, na presença do bloqueio simultâneo (TEA+ + 4-AP) a potência 

do RL-OE foi similar à observada na presença de 5 mM de CsCl 

(CE50 = 22,1 ± 4,8 µg/mL) (Gráfico 16 e Tabela 12).  
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Figura 29 – Registros típicos do efeito relaxante do RL-OE sobre as contrações tônicas 
induzidas por 10-6 M de histamina na ausência (A) e na presença (B) simultânea de 1 mM 
de tetraetilamônio e 0,3 mM de 4-aminopiridina em íleo de cobaia. 
 
 

 
 
 

  
 

Hist. = histamina, TEA+ = íon tetraetilamônio, 4-AP = 4-aminopiridina, as setas para baixo 
representam a adição cumulativa do RL-OE nas concentrações de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27 e 
81 µg/mL (A) e 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27; 81 e 243 µg/mL (B). 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Gráfico 16 – Efeito do RL-OE sobre as contrações tônicas induzidas por 10-6 M de 
histamina na ausência (□) e na presença simultânea de 1 mM de tetraetilamônio e 0,3 mM 
de 4-aminopiridina () e de 5 mM de CsCl (), em íleo de cobaia.  
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Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, (n = 5). 
 
Fonte: Autor, 2013. 
 
 
Tabela 12 – Valores de Emax (%) e de CE50 (µg/mL) do RL-OE na ausência (controle) e na 
presença de bloqueadores de canais de K+ em íleo de cobaia. 
 

RL-OE (µg/mL) Emax (%) CE50 (µg/mL) 

Controle  100 6,6 ± 0,3 
CsCl  100 22,1 ± 4,8* 

glibenclamida  100 8,0 ± 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 ± 3,9** 

 
4-AP = 4-aminopiridina, TEA+ = íon tetraetilamônio, IbTX = iberiotoxina. Teste t, *p < 0,05; 
**p < 0,01 e ***p < 0,001 (controle vs. presença de bloqueadores individuais); #p < 0,01 
(bloqueio simultâneo vs. presença de bloqueadores individuais).  
 
Fonte: Autor, 2013. 
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5.2.4.4 Efeito do RL-OE sobre as contrações tônicas induzidas por histamina 

na presença de 16 mM de KCl 

 

A potência relaxante do RL-OE sobre o íleo de cobaia pré-contraído por 

10-6 M de histamina (CE50 = 6,6 ± 0,3 µg/mL, n = 5) foi reduzida em cerca de 2,6 

vezes quando comparada ao relaxamento produzido pelo RL-OE na presença de 

16 mM de KCl, aplicado 2 minutos após a exposição do íleo a 10-6 M de histamina 

(CE50 = 17,0 ± 2,6 µg/mL, n = 5) (Figura 30 e Gráfico 17).  

Além disso, na presença de 16 mM de KCl a potência do RL-OE foi similar à 

observada na presença de 5 mM de CsCl (CE50 = 22,1 ± 4,8 µg/mL) (Gráfico 17).   
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Figura 30 – Registros típicos do efeito relaxante do RL-OE sobre as contrações tônicas 
induzidas por 10-6 M de histamina na ausência (A) e na presença (B) de 16 mM de KCl em 
íleo de cobaia. 
 
 

 
 
 
 

 
 

Hist. = histamina e as setas para baixo representam a adição cumulativa do RL-OE nas 
concentrações de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27 e 81 µg/mL (A) e 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27; 81 e 243 µg/mL 
(B). 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Gráfico 17 – Efeito do RL-OE sobre as contrações tônicas induzidas por 10-6 M de 
histamina na ausência (□) e na presença de 16 mM de KCl (▲) e de 5 mM de CsCl (), em 
íleo de cobaia.  
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Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, (n = 5). 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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5.2.5 Avaliação da participação da via de sinalização das PDEs/nucleotídios 

cíclicos  

 

5.2.5.1 Efeito do RL-OE sobre as contrações tônicas induzidas por histamina 

na presença de aminofilina 

 

A potência relaxante do RL-OE sobre o íleo isolado de cobaia pré-contraído 

com 10-6 M de histamina (CE50 = 6,6 ± 0,3 µg/mL, n = 5) não foi alterada na presença 

10-4 M de aminofilina, um inibidor não seletivo das fosfodiesterases (PDEs) 

(CE50 =  6,5 ± 0,9 µg/mL) (Figura 31 e Gráfico 18).  
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Figura 31 – Registros típicos do efeito relaxante do RL-OE sobre as contrações tônicas 
induzidas por 10-6 M de histamina na ausência (A) e na presença (B) de 10-4 M de 
aminofilina em íleo de cobaia. 
 
 

 
 
 

  
 

Hist. = histamina e as setas para baixo representam a adição cumulativa do RL-OE nas 
concentrações de 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27 e 81 µg/mL (A) e 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27 e 
81 µg/mL (B). 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Gráfico 18 – Efeito do RL-OE sobre as contrações tônicas induzidas por 10-6 M de 
histamina na ausência (□) e na presença (■) de 10-4 M de aminofilina, em íleo de cobaia.  
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Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente, (n = 5). 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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5.2.6 Efeito do RL-OE sobre os miócitos da camada longitudinal do íleo de 

cobaia  

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

longitudinal do íleo de cobaia 

 

A exposição do RL-OE (81 µg/mL), no período de 2 horas, tempo aproximado 

de contato entre o órgão e o RL-OE nos experimentos funcionais, não induziu morte 

celular dos miócitos da camada longitudinal de íleo isolado de cobaia (Gráfico 19, 

n = 3). 

 

Gráfico 19 – Efeito do RL–OE (81 µg/mL) sobre a viabilidade celular dos miócitos da 

camada longitudinal de íleo isolado de cobaia, no período 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. 
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5.2.6.2 Avaliação do efeito do RL-OE sobre a concentração citosólica de Ca2+ 

([Ca2+]c) em miócitos da camada longitudinal de íleo de cobaia 

A Figura 32 mostra a intensidade de fluorescência do Ca2+ citosólico 

marcado com fluo-4 em miócitos da camada longitudinal de íleo de cobaia na 

ausência (Figuras 32A e 32D) e na presença do RL-OE (Figura 32B) ou do 

verapamil (Figura 32C). O controle de fluorescência foi obtido através da 

estimulação das células com 10-6 M de histamina. Após o período de 20 s de 

exposição das células à histamina o pico de fluorescência foi obtido, mantendo-se 

elevada durante todo o tempo de duração da estimulação (220 s) (Figura 32A). Após 

a estimulação do aumento da fluorescência induzida por 10-6 M de histamina 

(100% de fluorescência), no período de 110 s o RL-OE (81 µg/mL) foi adicionado e 

observou-se a diminuição da intensidade de fluorescência, mantendo essa redução 

durante todo o tempo de observação, até o período de 240 s quando a redução da 

intensidade de fluorescência foi de 32,7 ± 7,3%, indicando assim uma diminuição 

significante na [Ca2+]c em miócitos da camada longitudinal de íleo de cobaia (Figura 

32B e Gráfico 20). Resultados semelhantes foram observados após a exposição das 

células ao verapamil (1µM), um bloqueador dos CaV-L (34,5 ± 5,9%) (Figura 32C e 

Gráfico 20), não havendo diferença significante entre os valores de porcentagem de 

intensidade de fluorescência na presença do RL-OE e do verapamil (Gráfico 20). O 

declínio de fluorescência observado durante os primeiros 20 s de exposição das 

células ao óleo ou ao verapamil é um artefato, visto que na presença do HBSS 

(veículo, Figura 32D) o mesmo perfil de queda da fluorescência foi observado, 

porém após esse tempo a fluorescência se manteve. 
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Figura 32 – Registros representativos do controle (A), do efeito de 81 µg/mL do RL-OE (B), 
de 1 µM de verapamil (C) e do veículo (D) sobre o sinal de cálcio em células musculares 
lisas da camada longitudinal de íleo de cobaia estimuladas com 10-6 M de histamina e 
carregadas com fluo-4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Autor, 2013. 
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Gráfico 20 – Efeito de 81 µg/mL do RL-OE e de 1 µM de verapamil (controle positivo) sobre 

a fluorescência induzida por 10
-6 

M de histamina (controle negativo) em miócitos da camada 
longitudinal de íleo de cobaia. 
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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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 6 Discussão

 

 

 

 

Neste trabalho investigou-se o efeito espasmolítico dos óleos essenciais das 

folhas 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, respiratória, uterina e intestinal). E foi 

demonstrado que esses óleos essenciais apresentaram uma maior eficácia e 

potência espasmolítica em íleo de cobaia. O resultado mais relevante deste estudo 

foi a caracterização, pelo menos em parte, do mecanismo de ação espasmolítica do 

RL-OE em íleo de cobaia, que envolve bloqueio do influxo de Ca2+, via CaV-L, além 

da ativação/modulação positiva dos canais BKCa e KV, o que levaria a redução da 

[Ca2+]c e consequente relaxamento desse órgão.  

Recentemente, um crescente interesse na composição química dos óleos 

essenciais de plantas e os seus efeitos sobre o músculo liso tem surgido, 

procurando-se substâncias ou produtos biologicamente promissores (ASEKUN; 

GRIERSON; AFOLAYAN, 2007, SADRAEI; GHANNADI; MALEKSHAHI, 2003, 

MAGALHÃES et al., 2004, SILVA et al., 2010).  

Usualmente, os óleos essenciais têm como componentes majoritários 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 espasmolítica em 

vários modelos de músculo liso (RIBEIRO, 2003 e 2007, OLIVEIRA et al., 2006, 

RIBEIRO et al., 2007, MACÊDO, 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 utilizações populares para desordens intestinais (DUKE; 

VASQUEZ, 1994; AGRA et al., 2007). Nesse sentido, resolveu-se realizar uma 

triagem farmacológica preliminar com os óleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE 

visando determinar suas potenciais atividades espasmolíticas. 

A pressão arterial é definida como o produto do débito cardíaco pela 

resistência vascular periférica total. A resistência ao fluxo saguíneo na circulação é 

regulado principalmente pelo tônus vascular (SANTOS et al., 2007), que portanto irá 

regular a pressão arterial e distribuição do fluxo saguíneo entre os tecidos e órgãos 

do corpo. O tônus vascular, por sua vez, é regulado por hormônios circulantes, 

neurotrasmissores, fatores derivados do endotélio, sinais elétricos e/ou mecânicos, 

como a própria pressão sanguinea, além dos canais iônicos (JACKSON, 2000). 

Tendo-se em vista que o aumento do tônus vascular pode ter repercussões graves 

no organismo, como o surgimento de hipertensão arterial, substâncias que venham 

a regular o tônus basal ou que relaxem a musculatura lisa dos vasos seriam drogas 

com potencial utilização terapêutica. Como descrito anteriormente, foi evidenciado 

que o diterpeno labdano-302 apresentou efeito vasorrelaxante nos leitos vasculares 

aórticos (RIBEIRO, 2003) e mesentéricos de rato (OLIVEIRA et al., 2007), dessa 

forma esse estudo foi direcionado a investigar uma possível ação vasorrelaxante dos 

óleos essenciais de Annonaceae sobre o músculo liso vascular. 

Com base nessa premissa, foi-se investigar se os óleos essenciais XL-OE, 

XF-OE e RL-OE apresentariam alguma atividade vasorrelaxante em aorta isolada de 

rato pré-contraída com fenilefrina. Observou-se que o XL-OE apresentou efeito 

espasmolítico apenas em altas concentrações, sendo esse efeito de baixa eficácia, 

não ultrapassando 50% de relaxamento (Figura 15 e Tabela 1). O diterpeno 

labdano-302 isolado de X. langsdorfiana apresentou efeito espasmolítico com alta 

eficácia e de maneira não seletiva. O fato do XL-OE apresentar uma baixa eficácia 

vasorrelaxante em aorta de rato indica que, se este produto natural vier a ser 

utilizado, possivelmente os efeitos secundários relacionados com o sistema 

circulatório serão reduzidos. 

O XF-OE apresentou efeito relaxante pouco eficaz na ausência de endotélio 

funcional, semelhante ao observado com o XL-OE. No entanto, quando o endotélio 

aórtico foi preservado o XF-OE relaxou esses anéis de maneira significante e 
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dependente de concentração (Figura 16A), apresentando uma potência relaxante de 

266,0 ± 32,2 µg/mL (Gráfico 1).  

O endotélio apresenta uma função importante no processo de regulação do 

tônus do músculo liso vascular através da liberação de fatores relaxantes derivados 

do endotélio (FRDE) (TÖRÖK, 2000), incluindo o fator hiperpolarizante derivado do 

endotélio (FHDE), o óxido nítrico (NO), as prostaciclinas e os ácidos 

epoxieicosatrienoicos (EDWARDS; FÉLÉTOU; 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 espasmolítico 

significante e equipotente quando os anéis aórticos foram pré-contraídos com 

fenilefrina tanto na presença (CE50 = 95,5 ± 14,4 µg/mL, n = 5) como na ausência 

(CE50 = 108,1 ± 21,9 µg/mL, n = 5) de endotélio funcional (Figura 17, Gráfico 2). 

Esse fato sugere que o efeito espasmolítico do RL-OE não envolve as vias de 

sinalização dependente do endotélio funcional e indica que o mecanismo de ação do 

RL-OE para promover o efeito vasorrelaxante ocorre diretamente nas células do 

músculo liso vascular, semelhante ao evidenciado com o diterpeno labdano-302 

(RIBEIRO, 2003). 

Um dos mais importantes tipos celulares envolvidos em doenças das vias 

aéreas são as células musculares lisas. Uma característica importante destas 

células é sua habilidade em alterar seu fenótipo em resposta a diferentes estímulos, 

como o aumento da expressão de proteínas contráteis, tais como a α-actina, 

calponina e cadeia pesada da miosina (HIRST; TWORT; LEE, 2000). Em condições 

patológicas, como na asma brônquica, há uma liberação aumentada de mediadores 

broncoconstritores como a histamina e a acetilcolina (ACh) (GROSS, 1988; 

HOLGATE, 1994). Ademais, as células epiteliais modulam o tônus basal e a 

reatividade do músculo liso por liberação de fatores relaxantes derivados do epitélio 

(FRDEp) (HASHIBA et al., 1999), tais como óxido nítrico (NO) (NIJKAMP et al., 

1993) e as prostaglandinas (PGI2) (FARMER et al., 1987). Nesse sentido, 

substâncias que venham a regular o tônus basal ou que relaxem a musculatura lisa 

das vias aéreas seriam drogas com potencial utilização terapêutica. 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 músculo liso da traqueia de 

cobaia ocorreram de maneira independente dos fatores relaxantes derivados do 

epitélio, assim, decidimos investigar uma possível ação relaxante dos óleos 

essenciais de Annonaceae sobre essa musculatura. 

Com o intuito de se investigar uma possível atividade relaxante dos óleos 

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 espasmolítico significante, porém com baixa eficácia, 

uma vez que seus efeitos não ultrapassaram 50% de relaxamento da traqueia 

pré-contraída por CCh, mesmo em altas concentrações (Figuras 18 e 19). Os 

diterpenos labdano-302 e traquilobano-318 isolados de X. langsdorfiana 

apresentaram efeitos espasmolíticos com altas eficácias e de maneira não seletiva. 

O fato dos óleos essenciais do gênero Xylopia, XL-OE e XF-OE apresentarem 

baixas eficácias relaxante em traqueia de cobaia indica que, se estes produtos 

naturais vierem a ser utilizados, possivelmente os efeitos secundários relacionados 

com o sistema respiratório serão reduzidos. 

Diferentemente do observado com os óleos essenciais do gênero Xylopia, o 

RL-OE apresentou efeito espasmolítico significante, dependente de concentração e 

equipotente quando os anéis de traqueia foram pré-contraídos com CCh, tanto na 

presença (CE50 = 125,7 ± 27,2 µg/mL) como na ausência 

(CE50 = 101,7 ± 22,6 µg/mL) de epitélio funcional (Figura 20, Gráfico 3). Como o 

epitélio das vias aéreas está envolvido na regulação da reatividade dos brônquios 

através da liberação de substâncias relaxantes tais como: PGI2 e NO (NIJKAMP et 

al., 1993; FARMER et al., 1987) e que o efeito espasmolítico do RL-OE independe 

da presença do epitélio traqueal, pode-se sugerir que, semelhante ao observado em 

aorta de rato, o mecanismo de ação relaxante do RL-OE parece ocorrer diretamente 

no músculo liso traqueal, não envolvendo a liberação de substâncias relaxantes 

derivadas do epitélio. 

O útero é um órgão oco, revestido de musculatura lisa bem diferenciada, 

possuindo três camadas: endométrio, miométrio (camada muscular espessa) e 

serosa (camada externa). A função do miométrio é de vital importância em 

processos fisiológicos como implantação do embrião e na manifestação de 

distúrbios como dismenorreia e interrupção da gravidez por aborto espontâneo 

(AGUILLAR; MITCHELL, 2010). Acredita-se que cerca de 50 a 90% das mulheres 
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apresentem cólica uterina em algum momento de suas vidas, sendo que 10% das 

pacientes tornam-se incapazes de desenvolver suas atividades habituais em 

decorrência da dor (MOTTA; SALOMÃO; RAMOS, 2002). A dor geralmente é mais 

intensa no primeiro dia da menstruação e, em mais de 50% dos casos, é 

acompanhada por outros sintomas como náuseas, vômitos, palidez, cefaleia, 

diarreia, vertigem e desmaio (FONSECA et al., 2000). Ribeiro (2003) evidenciou que 

o efeito tocolótico do diterpeno labdano-302, possivelmente, ocorre em um passo 

comum à via de sinalização dos agonistas (ocitocina e CCh), uma vez que não 

houve diferença estatística entre os valores de CI50. Assim, decidimos investigar 

uma possível ação espasmolítica dos óleos essenciais de Annonaceae sobre essa 

musculatura. 

Diante do exposto, foi-se investigar uma possível atividade tocolítica dos 

óleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE sobre a musculatura lisa uterina de rata. 

Observou-se que independente da contração ser induzida por ocitocina ou por CCh, 

o efeito tocolítico produzido pelo XL-OE ocorreu apenas na concentração máxima 

utilizada nos experimentos funcionais (729 µg/mL) (Gráfico 4). XL-OE bem como os 

diterpenos traquilobano-360 e traquilobanos-318 (SANTOS et al., 2011a) isolados de 

X. langsdorfiana demonstraram efeitos similares nesse órgão com baixa eficácia 

tocolítica. 

Distintamente do observado com o XL-OE, bem como com o diterpeno 

labdano-302 (RIBEIRO, 2003), os óleos essenciais XF-OE e RL-OE antagonizaram 

as contrações fásicas induzidas por ocitocina (CI50 = 189,3 ± 18,2 e 

20,6 ± 3,3 µg/mL, respectivamente, Gráficos 5A e 6A) e por CCh (CI50 = 370,3 ± 33,1 

e 87,1 ± 1,0 µg/mL, respectivamente, Gráficos 5B e 6B). Tanto XF-OE quanto 

RL-OE apresentaram uma maior potência frente ao agonista ocitocina, porém o 

RL-OE foi o que apresentou maior potência frente aos agonistas testados quando 

comparados aos óleos essenciais do gênero Xylopia. Esses resultados são 

sugestivos de que os efeitos espasmolíticos dos óleos essenciais XF-OE e RL-OE 

em útero de rata podem estar acontecendo, pelo menos em parte, por bloqueio dos 

receptores de ocitocina, mas outros experimentos são necessários para confirmar ou 

descartar essa hipótese.  

Há relatos da utilização popular de espécies do gênero Xylopia para 

desordens intestinais (ASFAW; DEMISSEW, 1994; DUKE; VASQUEZ, 1994), bem 

como da espécie Rollinia leptopetala (AGRA et al., 2007). Além do fato da própria 
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espécie X. frutescens ser relatada na literatura como sucedânea da pimenta-do-

reino (Piper nigrum), que também é utilizada popularmente com a mesma finalidade 

(RAO et al., 2011). Diante disso, o modelo do músculo liso intestinal é um meio 

importante para se investigar novos fármacos que sejam potentes, eficazes e com 

menos efeitos colaterais ou que sirvam como ferramenta farmacológica para o 

entendimento de processos fisiopatológicos, a exemplo da diarreia, cólica intestinal e 

constipação. 

A cólica intestinal é comumente causada por fortes contrações dessa 

musculatura lisa, por meio da ação 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 espasmolítico do diterpeno 

labdano-302, possivelmente, ocorre em um passo comum à via de sinalização dos 

agonistas (CCh e histamina), uma vez que não houve diferença estatística entre os 

valores de CI50. Com a finalidade de se investigar uma possível atividade 

espasmolítica dos óleos essenciais de Annonaceae em íleo de cobaia, avaliou-se o 

efeito dos óleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE frente às contrações fásicas 

induzidas por CCh ou por histamina e o que foi observado foi que esses óleos 

essenciais de Annonaceae apresentaram efeito espasmolítico nesse órgão de 

maneira significante e dependente de concentração (Gráficos 7, 8 e 9), 

comprovando, pelo menos, em parte a utilização popular dessas espécies de 

Annonaceae para desordens intestinais.  

Comparando as potências espasmolíticas dos óleos essenciais, observou-se 

que XL-OE foi equipotente em antagonizar as contrações induzidas pelos dois 

agonistas testados, semelhante ao observado com o diterpeno labdano-302 

(RIBEIRO, 2003). No entanto, os óleos essenciais XF-OE e RL-OE apresentaram 

maior potência em antagonizar as contrações induzidas por histamina quando 

comparadas com o CCh. Quando se comparou as potências dos três óleos 

essenciais observou-se que eles foram equipotentes em relação às contrações 

induzidas por CCh (CI50 = 83,3 ± 15,6; 74,0 ± 8,1 e 49,4 ± 5,1 µg/mL, 

respectivamente) (Tabela 8). No entanto, em relação às contrações induzidas por 

histamina (CI50 = 81,8 ± 11,2; 38,1 ± 2,6 e 3,1 ± 0,4 µg/mL, respectivamente) 

(Tabela 8), observou-se que o RL-OE foi aproximadamente 26 e 12 vezes mais 

potente que os óleos essenciais de Xylopia, XL-OE e XF-OE, respectivamente. 
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A grande variabilidade nas respostas espasmolíticas entre os óleos 

essenciais de Annonaceae pode ser explicada pelas variações observadas nas suas 

composições químicas. O XL-OE: germacreno D (22,9%), trans-β-guaieno (22,6%), 

β-cariofileno (15,7%) e α-pineno (7,3%) (TAVARES et al., 2007b), o XF-OE: 

constituintes majoritários o cariofileno (23,91%), γ-cadineno (12,48%), β-ocimeno 

(8,19%), cadin-4-en-10-ol (5,78%), viridiflorol (4,83%), γ-elemeno (4,55%) 

(LUNGUINHO, 2012) e o RL-OE: biciclogermacreno (22,47%), cis-4-tujanol 

(17,37%), α-terpineol (8,42%), germacreno D (7,72%), trans-cariofileno (6,63%) e 

guaiol (4,61%) (COSTA et al., 2008).  

O procedimento recomendável para testar a hipótese de que algum 

componente específico do óleo essencial seja o responsável pelo aparecimento 

dessa atividade espasmolítica seria testando-o isoladamente. Porém, houve uma 

impossibilidade técnica de testar essa teoria, uma vez que os componentes 

majoritários dos óleos de Annonaceae não são disponibilizados comercialmente. 

Além do mais, a possibilidade do isolamento desses compostos também foi 

inviabilizada, visto que, mesmo sendo os componentes majoritários, estes ainda se 

encontram em pequenas porcentagens nos óleos essenciais, caso tenta-se isolá-los, 

os rendimentos desses compostos seriam demasiadamente pequenos.  

Por outro lado, não podemos descartar a hipótese de que os efeitos 

espasmolíticos apresentados pelos óleos essenciais de Annonaceae sejam efeitos 

sinérgicos entre os seus componentes como um todo. Segundo Bakkali et al (2008), 

não se pode descartar a possibilidade do componente majoritário ser modulado por 

outros componentes do óleo essencial em menor proporção.  

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), já identificados 

na espécie X. langsdorfiana, apresentam efeitos espasmolíticos nos leitos 

vasculares aórticos e mesentéricos de rato, em útero de rata e em traqueia e íleo de 

cobaia (RIBEIRO, 2003 e 2007, OLIVEIRA et al., 2006, RIBEIRO et al., 2007, 

MACÊDO, 2008, TRAVASSOS, 2010, MARTINS et al.; 2013). Os compostos 

terpenoides presentes no XL-OE são mono e sesquiterpenos, sugere-se que as 

variações do número de unidades isoprênicas dos terpenos identificados no XL-OE 

podem ter sido as responsáveis pelos efeitos espasmolítico distintos observado para 

essa espécie.  
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 Uma vez que um dos objetivos desse estudo foi comparar as eficácias e 

potências dos óleos essenciais XL-OE, XF-OE e RL-OE em modelos de músculo liso 

(vascular, respiratório, uterino e intestinal), bem como caracterizar o mecanismo de 

ação espasmólitica de um dos óleos essenciais de Annonaceae no órgão que 

apresentasse maior eficácia e potência. Decidiu-se prosseguir com o estudo em íleo 

de cobaia para se tentar elucidar o possível mecanismo de ação envolvido na 

atividade espasmolítica do RL-OE, com a finalidade ulterior de descobrir drogas com 

um maior potencial terapêutico ou que sirvam como feramenta farmacológica para o 

melhor entendimento dos mecanismos envolvidos nos processos fisiopatológicos 

envolvendo a musculatura lisa intestinal. 

Como na triagem farmacológica foi verificado, em íleo de cobaia, que RL-OE 

inibiu as contrações fásicas induzidas por CCh ou por histamina, apresentando uma 

maior potência em inibir as contrações induzidas pela histamina, levantou-se a 

hipótese do RL-OE estar agindo nos receptores histaminérgicos para promover sua 

ação espasmolítica. Para verificar essa proposição, decidiu-se caracterizar o tipo de 

antagonismo exercido pelo RL-OE frente às curvas concentrações-resposta 

cumulativas induzidas por histamina. Nesse protocolo experimental, observou-se um 

desvio para direita das curvas controles cumulativas à histamina, de forma não 

paralela e com redução do Emax (Gráfico 10 e Tabela 9), descartando, dessa forma, 

um antagonismo do tipo competitivo.  

O antagonismo do tipo não competitivo pode ocorrer quando há ligação do 

antagonista ao mesmo sítio de ligação do agonista (antagonismo 

pseudo-irreversível) ou em um sítio distinto (antagonismo alostérico) 

(BLUMENTHAL, GARRISON, 2011). O perfil do Gráfico 10 representa um 

antagonismo pseudo-irreversível, uma vez que não houve saturação do efeito, ou 

seja, a inibição da resposta contrátil da histamina na presença do RL-OE não atingiu 

um valor limitante, característica observada no antagonismo alostérico. 

Resultados semelhantes foram observados por Macêdo (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 espasmolíticos em músculo liso gastrintestinal também 

através de antagonismo do tipo não competitivo. 

Uma característica notável da via de sinalização do Ca2+ é que esse íon 

participa do controle de um grande número de processos celulares, tais como: 
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sinapse neuronal, secreção de fluidos, agregação plaquetária, diferenciação e 

proliferação celular, metabolismo, exocitose, fertilização e contração muscular 

(BERRIDGE, 2009b). O Ca2+, um regulador celular universal (CAMPBELL, 1983), é 

um sinal primário responsável pela ativação da contração do músculo liso 

(NEERING; MORGAN, 1980). 

O músculo liso é o principal tipo de músculo que controla a maioria dos 

sistemas de órgãos ocos do corpo (WATTERSON; RATZ; SPIEGEL, 2005). A 

contração do músculo liso é disparada principalmente pelo aumento da [Ca2+]c, e 

pode ser alcançada tanto via despolarização de membrana, levando ao aumento da 

[Ca2+]c através dos CaV, como pela ligação do agonista ao receptor, que pode ser 

independente do potencial de membrana (SOMLYO; SOMLYO, 2003), originalmente 

designados por acoplamentos eletromecânico e fármaco-mecânico, respectivamente 

(SOMLYO; SOMLYO, 1968). Agonistas como serotonina, CCh e histamina ligam-se 

a GPCRs e ativam a cascata de fosfoinositídios, usualmente através da produção de 

IP3 mediada pelas proteínas Gq/11, estimulando assim a liberação de Ca2+ do RS 

(FUKATA; AMANO; KAIBUCHI, 2001). Os agonistas contráteis podem também 

elevar a [Ca2+]c através de receptores de rianodina e estimular a entrada de Ca2+ 

através dos múltiplos tipos de canais, incluindo canais de Ca2+ operados por 

estoque, por receptor ou por voltagem (SANDERS, 2001; McFADZEAN; GIBSON, 

2002). 

Em íleo de cobaia, vários agentes contráteis, como os agonistas 

muscarínicos (TRIGGLE et al., 1989) e o KCl (TRIGGLE; TRIGGLE, 1976), causam 

uma resposta contrátil bifásica, consistindo em uma contração inicial transiente – 

componente fásico (< 30 s), seguido por uma contração sustentada – componente 

tônico, que se desenvolve lentamente ao longo de 15 minutos e é mantida durante o 

período de exposição ao agente contrátil (TRIGGLE; TRIGGLE, 1976; VAN 

BREEMEN; AARONSON; LOUTZENHISER, 1979; BOLTON, 1979). Em músculos 

lisos bifásicos, esta resposta é devido à fonte dual de Ca2+ e é sugerido que a 

contração fásica é causada por liberação de Ca2+ dos estoques intracelulares 

mediados por IP3 (ABDEL-LATIF, 1989; KOBAYASHI et al., 1989), enquanto que a 

contração tônica é atribuída ao influxo de Ca2+ através dos CaV, uma vez que, 

demonstrou-se em estudos a supressão dessa contração pelo bloqueador dos CaV, 

verapamil (JIM et al., 1981).  
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No entanto, particularmente, em músculo liso de íleo de cobaia, tanto a 

contração fásica como a tônica são dependentes do Ca2+ extracelular, uma vez que 

ambas as contrações foram inibidas na ausência de Ca2+ extracelular (HONDA; 

TAKANO; KAMIYA, 1996). A remoção de íons Ca2+ do meio externo bloqueia 

totalmente a resposta contrátil tanto a agentes despolarizantes como a agonistas em 

poucos segundos, sugerindo que as fontes intracelulares de Ca2+ não contribuem 

significativamente para o nível de tensão atingido (NOUAILHETAS et al., 1985). No 

entanto, a influência do Ca2+ extracelular é relativamente maior na resposta contrátil 

tônica comparado com a fásica (TRIGGLE et al., 1979). 

Assim, passou-se a avaliar o efeito do RL-OE sobre a fase tônica da 

contração induzida por KCl (acoplamento eletromecânico) e por CCh ou por 

histamina, que agem por acoplamento misto (BOLTON et al., 1981) em íleo de 

cobaia. E o observado foi que o RL-OE inibiu de maneira dependente de 

concentração as contrações tônicas induzidas por todos os agentes contráteis 

utilizados (Gráficos 11). Como o íleo é um órgão totalmente dependente de variação 

do potencial de membrana (NOUAILHETAS et al., 1985) e como o componente 

tônico da contração induzida por agonistas de acoplamento misto (UNNO; KOMORI; 

OHASHI, 1995; BOLTON et al., 1981) ou por um agente despolarizante (KCl) é 

mantido quase que exclusivamente por influxo de cálcio através dos CaV (BOLTON, 

1979; REMBOLD, 1996; BOLTON et al., 2006), levantou-se a hipótese de que o 

RL-OE poderia estar agindo por bloqueio do influxo de Ca2+ através dos CaV. 

Caso o RL-OE estivesse realmente bloqueando os CaV, era esperado que o 

mesmo antagonizasse as contrações induzidas por CaCl2 em meio despolarizante 

nominalmente sem Ca2+. Este protocolo baseia-se no fato de que a contração 

ocorre, quase que exclusivamente, pelo Ca2+ proveniente do meio extracelular, já 

que a despolarização promovida pela elevada [K+]e induz a abertura dos CaV 

(REMBOLD, 1996). Observou-se que as curvas cumulativas ao CaCl2 foram 

desviadas para direita de forma não paralela e com redução do Emax (Gráfico 12 e 

Tabela 11). Esses resultados reforçam a hipótese de que o RL-OE estaria 

interferindo com o influxo de Ca+2 através dos CaV para exercer seu efeito 

espasmolítico. 

Os CaV estão presentes na membrana celular da maioria das células 

excitáveis, eles são formados por um complexo hetero-oligomérico. Existem dez 

membros de CaV, que são divididos em dois grupos: ativados por alta voltagem e os 
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ativados por baixa voltagem. Os CaV de baixa voltagem são os canais do tipo T, 

compreendendo três membros: CaV3.1, 3.2 e 3.3. Os outros sete membros dos CaV 

são canais ativados por alta voltagem e subdividos em tipo L (CaV1.1, 1.2, 1.3 e 1.4), 

tipo P/Q (CaV2.1), tipo N (CaV2.2) e tipo R (CaV2.3). A sua subunidade 1 é a 

formadora de poros e fornece o sítio de ligação extracelular para praticamente todos 

os agonistas e antagonistas (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2011). 

No músculo liso, a subfamília dos CaV1 são melhores caracterizados e são 

os maiores responsáveis pelo influxo de Ca2+, cujo sítio de ligação para seus 

bloqueadores está na subunidade 1, embora nele existam quatro outras unidades 

complexadas (2 , 1  e 1 ) (VOGALIS et al., 1991; KURIYAMA; KITAMURA; 

NABATA, 1995; KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996). No músculo liso intestinal de 

cobaia, os CaV mais expressos são os do tipo L (BOLTON, 1979; TOMITA, 1981), 

atualmente conhecidos como CaV1.2. Estes canais são amplamente expressos no 

corpo humano (músculo cardíaco, músculo liso, células endócrinas e neurônios) 

(CATTERALL et al., 2005). 

Para avaliar se o tipo de CaV envolvido na ação espasmolítica do RL-OE em 

íleo isolado de cobaia seria os CaV-L, avaliou-se o seu efeito sobre as contrações 

tônicas induzidas pelo derivado di-hidropiridínico S-(-)-Bay K8644, um agonista 

seletivo dos CaV-L, que age por ligação direta na sua subunidade  e não por 

despolarização (SPEDDING; PAOLETTI, 1992). Estudos anteriores foi demostrado 

que as respostas contráteis aos ativadores de CaV-L, S-(-)-Bay K8644 e FPL 64176, 

são potencializadas pelo aumento moderado (8-20 mM) da [K]e, concentrações estas 

superiores àquelas da solução 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 íleo de maneira significante e 

dependente de concentração quando este era pré-contraído com 3 x 10-7 M de 

S-(-)-Bay K8644 (Figura 22 e Gráfico 13). Esses dados sugerem que o RL-OE esteja 

agindo, majoritariamente, por bloqueio do influxo de Ca2+ via os CaV-L. No entanto, 

quando estes dados foram comparados com o valor de potência relaxante do RL-OE 

pré-contraído com KCl, observa-se que este foi cerca de 2 vezes mais potente em 

relaxar o íleo pré-contraído com KCl (CE50 = 10,1 ± 1,1 µg/mL) do que com o 

S-(-)-Bay K8644 (CE50 = 20,4 ± 4,2 µg/mL). Esses dados podem ser explicados pelo 

fato de que na contração induzida por KCl existe, além da despolarização, outros 
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mecanismos de manutenção da contração tônica como a sensibilização ao Ca2+ 

envolvendo a translocação e ativação da RhoA cinase, bem como a ativação da 

proteína cinase II dependente de Ca2+/calmodulina (CaMKII) ou a proteína cinase 

regulada por sinal extracelular (ERK) (RATZ et al., 2005). No entanto, não se 

descarta outros mecanismos que possam estar envolvidos no mecanismo de ação 

espasmolítica do RL-OE em íleo de cobaia, como por exemplo, a modulação positiva 

dos canais de K+. 

É relatado na literatura que os canais de K+ desempenham um papel chave 

na regulação do potencial de membrana e na excitabilidade celular, sendo a 

contração do músculo liso dependente do balanço entre o aumento da condutância 

ao íon K+, levando a uma repolarização/hiperpolarização, e a diminuição da 

condutância ao K+, levando a uma despolarização (KNOT; BRAYDEN; NELSON, 

1996). Eles estão envolvidos em várias funções fisiológicas, tais como, potencial de 

membrana celular e secreção de hormônios e de neurotransmissores. Sua atividade 

pode ser regulada por voltagem, Ca2+ ou por neurotransmissores e, 

consequentemente, as vias de sinalização que eles estimulam (ALEXANDER; 

MATHIE; PETERS, 2011), sendo o fluxo dos íons K+ por canais presentes na 

membrana plasmática que regula o influxo de Ca2+ através dos CaV (THORNELOE; 

NELSON, 2005). Diante dos resultados com o S-(-)-Bay K 8644, hipotetizou-se que 

o RL-OE estaria ativando os canais de K+ e bloqueando, assim, indiretamente os 

CaV. 

Para comprovar se RL-OE estaria ativando/modulando positivamente os 

canais de K+ para exercer seu efeito espasmolítico em íleo de cobaia, utilizou-se 

como ferramenta farmacológica um bloqueador não seletivo desses canais, o CsCl 

(CECCHI et al., 1987). Observou-se que a curva de relaxamento obtida para o 

RL-OE (CE50 = 6,6 ± 0,3 µg/mL) foi deslocada para a direita na presença de 5 mM de 

CsCl (CE50 = 22,1 ± 4,8 µg/mL), com redução da potência relaxante em cerca de 

3 vezes (Gráficos 14). Sugerindo assim, a participação desses canais na atividade 

espasmolítica do RL-OE. 

No músculo liso gastrintestinal pode ser regulado por vários subtipos de 

canais de K+, entre eles: os KATP, os KV e os KCa (VOGALIS, 2000). Além disso, 

vários compostos terpenoides obtidos de espécies da família Annonaceae vêm 

sendo estudados em vários modelos de músculo liso, e observou-se a associação 

entre o aumento da atividade dos canais de K+ e o seus efeitos espasmolíticos 
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(RIBEIRO, 2003 e 2007, OLIVEIRA et al., 2006, RIBEIRO et al., 2007, MACÊDO, 

2008, TRAVASSOS, 2010, MARTINS et al.; 2013). 

Os KATP, que são seletivos para K+ e ativados por uma diminuição na 

concentração intercelular de ATP, foram inicialmente identificados em miócitos 

ventriculares (NOMA, 1983). Posteriormente, os KATP com características 

semelhantes foram demonstrados em muitos outros tecidos, tais como, células 

β-pancreáticas, músculo esquelético, neurônios e músculos lisos (TERAMOTO, 

2006). 

Vários agonistas endógenos (como peptídio relacionado ao gene da 

calcitonina, adenosina, entre outros) ativam os KATP produzindo hiperpolarização e 

relaxamento. Em contrapartida, vários neurotransmissores (noradrenalina, 

5-hidroxitriptamina (5-HT), neuropeptídio Y, entre outros) e vasoconstritores (como 

angiotensina II e endotelina-1) inibem os KATP levando a despolarização e contração 

(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 concentração de Ba2+ extracelular (STANDEN et al., 1989; 

SANBORN, 2000). Sun e Benishin (1994) mostraram que os KATP estão presentes 

em músculo longitudinal de íleo de cobaia, pois a cromacalina, nicorandil e pinacidil, 

ativadores desses canais, foram capazes de inibir as contrações tônicas induzidas 

por histamina (0,5 M) ou por KCl (30 mM).  

Para verificar a hipótese de que o RL-OE poderia estar ativando os canais 

KATP para exercer seu efeito relaxante em íleo de cobaia, avaliou-se a atividade 

espasmolítica desse óleo essencial na ausência e na presença de glibenclamida, um 

bloqueador seletivo desses canais (SUN; BENISHIN, 1994). Como a curva de 

relaxamento do RL-OE não foi alterada na presença desse bloqueador (Gráfico 15A) 

essa hipótese foi descartada.  

Os KCa estão presentes no músculo liso gastrintestinal. Uma vez ativados, 

pelo aumento da [Ca2+]c, dão início ao efluxo dos íons K+ que via 

repolarização/hiperpolarização do potencial de membrana restabelece as [Ca2+]c 

através da limitação do influxo do íon Ca2+ seja pela desativação dos CaV ou pelo 

aumento da atividade do trocador Na+/Ca2+. Portanto, os KCa regulam a amplitude e 

duração das modificações de [Ca2+]c e assim afetam as vias de sinalização que são 

disparadas pelo íon Ca2+ (FAKLER; ADELMAN, 2008). 
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Os canais KCa1.1 ou BKCa são encontrados em cérebro, cóclea, músculo 

esquelético e músculo liso. Já os KCa2.1; 2.2 e 2.3 ou SKCa são largamente 

encontrados em cérebro, coração e alguns tipos de músculo liso. Enquanto que os 

KCa3.1 ou IKCa estão presentes na placenta, próstata, linfócitos, pâncreas e endotélio 

vascular (WEI et al., 2005). Os SKCa estão constitutivamente associados a CaM, que 

medeia a abertura do canal através da ligação com o Ca2+ (BERKEFELD; FAKLER; 

SCHULTE, 2010). Os canais de K+ ativados por Ca2+ de pequena condutância 

(SKCa) geram uma corrente hiperpolarizante em células excitáveis após a geração 

do potencial de ação, e assim levam ao relaxamento do músculo liso (BERKEFELD; 

FAKLER; SCHULTE, 2010; BRAINARD; KOROVKINA; ENGLAND, 2007). 

A possível participação dos SKCa no efeito relaxante do RL-OE em íleo de 

cobaia foi refutada, uma vez que na presença de apamina, um inibidor seletivo dos 

SKCa (ISHII; MAYLIE; ADELMAN, 1997; VAN DER STAAY et al., 1999), a curva de 

relaxamento do óleo essencial não foi alterada (Gráfico 15B), sugerindo que, assim 

como os KATP, os SKCa também não estão envolvidos no mecanismo de ação 

espasmolítico do RL-OE. 

Resultados devergentes foram observados por Macêdo (2008) com o 

diterpeno labdano-302 e por Santos et al. (2011b) com o diterpeno traquilobano-318, 

ambos diterpenos isolados der X. langsdorfiana, em músculo liso gastrintestinal que 

têm como alvos farmacológicos, em nível funcional, os canais para K+, dos subtipos 

KATP e SKCa, para exercer seus efeitos espasmolíticos.  

Fisiologicamente, a ativação dos BKCa provê um mecanismo de feedback 

que limita a contração por causar hiperpolarização e redução da duração do 

potencial de ação no músculo liso, limitando assim a entrada de Ca2+ através dos 

CaV (PONTE et al., 2012). Romero et al. (1998) utilizando a técnica de patch-clamp 

caracterizaram uma população de canais BKCa que são indiretamente ativados pela 

angiotensina II, um agonista contrátil que induz dessensibilização do componente 

tônico da contração em íleo de cobaia. Posteriormente Silva, Nouailhetas e 

Aboulafia (1999) demonstraram que a dessensibilização do componente tônico 

induzida pela angiotensina II era devido à abertura dos BKCa levando a uma 

repolarização e, consequentemente, fechando os CaV responsáveis pelo influxo de 

Ca2+ que sustenta o componente tônico no íleo de cobaia.  

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

canais BKCa, ativando-os e, consequentemente, levando a uma repolarização de 



150 
Correia, A.C.C.  Discussão 

 
 

  

membrana que levaria a um bloqueio indireto dos CaV. Em presença de 1 mM de 

TEA+, que nessa concentração torna-se específico em bloquear os BKCa (KNOT; 

BRAYDEN; NELSON, 1996), a curva de relaxamento do RL-OE foi desviada para a 

direita fornecendo uma CE50 de 13,0 ± 1,9 µg/mL (Gráfico 15D) cerca de 2 vezes 

maior que na ausência deste bloqueador (CE50 = 6,6 ± 0,3 µg/mL). Esses dados 

sugerem que a modulação positiva dos BKCa está envolvida no mecanismo de ação 

relaxante do RL-OE em íleo de cobaia. 

A contribuição dos BKCa no mecanismo de ação relaxante do RL-OE em íleo 

de cobaia foi confirmada através da utilização da ferramenta farmacológica IbTx, 

uma toxina isolada do escorpião Buthus tamulus (GALVEZ et al., 1990), capaz de 

bloquear especificamente os BKCa. Na presença desta toxina, o efeito relaxante do 

RL-OE foi atenuado de maneira significante, apresentando uma CE50 de 

19,0 ± 0,8 µg/mL (Gráfico 15E), com redução da potência relaxante em cerca de 3 

vezes, evidenciando a participação deste canal. 

Distintamente do observado, a participação dos BKCa no mecanismo de ação 

espasmolitica em íleo de cobaia não foi evidenciado para os diterpenos, 

labdano-302 (MACÊDO, 2008) e traquilobanos 360 e 318 (SANTOS et al., 2011b). 

 Os KV possuem uma grande importância na manutenção do potencial de 

repouso no íleo de cobaia e é bastante distribuído neste órgão (GORDIENKO; 

ZHOLOS; BOLTON, 1999). Até hoje, pelo menos doze diferentes subfamílias de 

subunidades- de KV são relatadas e os genes que codificam essas subunidades 

funcionais dos KV já foram identificados tanto no genoma humano como de outros 

animais (CHANDY et al., 2012). Isso demonstra a grande diversidade e 

complexidade de ações que podem ser esperadas da ativação destes canais de K+ 

na célula.  

Apesar da grande diversidade dos KV, uma ferramenta farmacológica muito 

importante no estudo desses canais é a 4-AP, que é conhecida por bloquear os KV 

(ou pelo menos sua maioria), sendo assim usada para o estudo do mecanismo de 

ação de várias substâncias 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 Gráfico 15C, o RL-OE 

(CE50 = 6,6 ± 0,3 µg/mL) teve sua potência relaxante reduzida cerca de 2 vezes na 
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presença da 4-AP (CE50 = 13,9 ± 0,9 µg/mL), sugerindo que, assim como os BKCa, 

os KV também estão envolvidos no mecanismo de ação espasmolítico do RL-OE. 

Com o intuito de verificar se há somação do efeito de ativação/modulação 

dos canais de K+ (BKCa e KV) no relaxamento produzido pelo RL-OE. Resolveu-se 

adicionar, na mesma preparação, ambos os bloqueadores desses canais. Como foi 

evidenciado no Gráfico 16, houve somação do efeito relaxante do RL-OE 

(CE50 = 6,6 ± 0,3 µg/mL) na presença simultânea dos bloqueadores TEA+ (1 mM) e 

4-AP (0,3 mM) (CE50 = 24,1 ± 3,9 µg/mL), pois a curva de relaxamento do RL-OE foi 

descolada para a direita mais eficientemente na presença do bloqueio simultâneo 

(TEA+ + 4-AP) (Gráfico 16) do que quando era utilizado esses bloqueadores 

individualmente (Gráficos 15C e 15D). Além disso, na presença do bloqueio 

simultâneo (TEA+ + 4-AP) a potência do RL-OE foi similar à observada na presença 

de 5 mM de CsCl, bloqueador inespecífico dos canais de K+ 

(CE50 = 22,1 ± 4,8 µg/mL) (Gráficos 16). Confirmando assim que o mecanismo de 

ação espasmolítico do RL-OE em íleo de cobaia envolve a ativação/modulação dos 

canais de K+, e em especial, parece envolver apenas os subtipos BKCa e KV. 

Se esta interpretação estivesse correta, então qualquer manobra utilizada 

para dificultar o efluxo de K+ deveria impedir este relaxamento. Silva; Nouailhetas; 

Aboulafia (1999) utilizaram diferentes concentrações de K+ extracelular, aplicados 

2 minutos após o íleo de cobaia ser contraído por 10-7 M de angiotensina II ou por 

10-6 M de ACh. Observou-se que em concentrações inferiores a 4 mM de KCl não 

alteravam o padrão de resposta dos agonistas testados. No entanto, nas 

concentrações de 8 e 16 mM de KCl houve alteração do padrão de resposta desses 

agonistas. Essa concentração de KCl não é suficiente para provocar uma resposta 

sustentada no íleo de cobaia, no entanto, a adição de 8 ou 16 mM de KCl aplicados 

2 minutos após a contração induzida por esses agonistas causa uma depolarização 

de membrana suficiente para impedir o efluxo de K+ pelos BKCa.  

De fato, a adição de 16 mM de KCl sobre o componente tônico da contração 

produzida pela histamina reduziu a potência relaxante do RL-OE de 6,6 ± 0,3 µg/mL 

para 17,0 ± 2,6 µg/mL (Figura 30 e Gráfico 17). E ainda, na presença de 16 mM de 

KCl a potência relaxante do RL-OE não diferiu estatisticamente da CE50 observada 

na presença de 5 mM de CsCl (CE50 = 22,1 ± 4,8 µg/mL) (Gráfico 17). Confirmando, 

mais uma vez, que os canais de K+ estão envolvidos no mecanismo de ação 

espasmolítico do RL-OE em íleo de cobaia. 
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Existem evidências de que substâncias 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), são capazes de modular positivamente a 

abertura de canais de K+ por fosforilação 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 espasmolítico sobre traqueia de cobaia, aorta de rato e útero de rata através 

da via de sinalização AMPc-PKA (RIBEIRO et al., 2007; RIBEIRO, 2007; 

TRAVASSOS, 2010). 

As fosfodiesterases de nucleotídios cíclicos (PDEs) estão amplamente 

distribuídas em vários tecidos de mamíferos, incluindo o músculo liso, sendo 

distribuídas em 11 famílias distintas (PDE1-11) e tendo como função a hidrólise do 

AMPc e do GMPc resultando em seus produtos inativos, o 5’-AMP e o 5’-GMP, que 

não são capazes de ativar, respectivamente, a PKA e a PKG, cessando assim a 

sinalização celular dependente do aumento destes nucleotídios cíclicos (LUGNIER, 

2006).  

Substâncias capazes de aumentar o conteúdo intracelular de AMPc ou 

GMPc tem seu efeito relaxante potencializado pela inibição das PDEs em vários 

tecidos devido ao acúmulo do conteúdo total desses nucleotídios (BENDER; 

BEAVO, 2006; LUGNIER, 2006). Uma maneira indireta para se investigar a 

participação de nucleotídios cíclicos (AMPc e/ou GMPc), em nível funcional, no 

efeito relaxante do RL-OE é a utilização de inibidores de PDEs, como a aminofilina 

(JENNE, 1992; LIU et al., 2003). No entanto, a hipótese da participação da via dos 

nucleotídios cíclicos no efeito espasmolítico do RL-OE foi descartada, uma vez que, 

o efeito relaxante do RL-OE, em íleo de cobaia, não foi alterado na presença de 

10-4 M de aminofilina, um inibidor não seletivo das PDEs (KAŽIĆ, 1977) (Figura 31 e 

Gráfico 18).  

Até aqui, evidenciou-se que o mecanismo de ação espasmolítica do RL-OE 

em íleo de cobaia dá-se através do bloqueio dos CaV, em especial dos CaV-L, além 

da ativação/modulação positiva dos canais de K+, em especial dos subtipos BKCa e 

KV, o que possivelmente acarretaria uma hiperpolarização de membrana com 

consequente fechamento dos CaV.  
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Uma vez que, todos os resultados obtidos até aqui apontam que o RL-OE 

interfere na sinalização do Ca2+ para assim exercer seu efeito espasmolítico em íleo 

de cobaia. Decidiu-se corroborar esses achados em âmbito celular, averiguando se 

o RL-OE reduziria os níveis citosólicos de Ca2+ e para isso utilizou-se culturas de 

miócitos da camada longitudinal de íleo de cobaia. 

Inicialmente, nos estudos celulares, avaliou-se a viabilidade dos miócitos na 

presença e na ausência do RL-OE (81 µg/mL) no período de 2 h (Gráfico 19, n = 3) 

utilizando o ensaio de redução do MTT. O ensaio de MTT, usado para medir a 

atividade metabólica de células viáveis, é quantitativo e sensível. Por causa da 

relação linear entre atividade celular e absorbância, o crescimento ou taxa de morte 

de células pode ser mensurado (ATCC, 2013). Observou-se que não houve morte 

celular, no período de 2 horas, tempo necessário para a reversibilidade do efeito 

depois da retirada do RL-OE da cuba, nos experimentos funcionais. No entanto, 

mais testes relacionados à citotoxicidade do óleo essencial não devem ser 

desconsiderados para atestar a sua segurança. 

Para ocorrer o relaxamento da musculatura lisa faz-se necessário a redução 

da [Ca2+]c, uma vez que o desencadeamento da contração e parte da manutenção 

desta contração depende do aumento da [Ca2+]c (SOMLYO; SOMLYO, 1994). Com o 

advento das técnicas de medida de íons Ca2+ utilizando como ferramentas 

indicadores fluorescentes sensíveis ao Ca2+, as mudanças na [Ca2+]c são realizadas 

em vários tipos de músculos lisos. E recentes avanços direcionados na tecnologia 

de imagem, com a microscopia confocal, facilitaram a observação das 

características espaciais dos eventos e suas relações entre organelas e 

microdomínios de membrana (WRAY; BURDYGA; NOBLE, 2005). 

Visto que as células musculares lisas da camada longitudinal do íleo de 

cobaia mostraram-se viáveis na presença do óleo essencial, passou-se a avaliar se 

a redução da [Ca2+]c seria o meio pelo qual RL-OE estaria relaxando as preparações 

de músculo liso nos experimentos funcionais. A concentração de 81 µg/mL foi 

escolhida, pois foi a máxima concentração necessária para o íleo relaxar, quando o 

agonista utilizado foi a histamina. Para se comprovar uma possível redução na 

[Ca2+]c por parte do RL-OE, o efeito do mesmo foi observado sobre a intensidade de 

fluorescência do Ca2+ citoplasmático marcado com a sonda fluorescente fluo-4 e 

quantificado em miócitos de íleo de cobaia. 
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Os registros mostram que a concentração de 81 µg/mL do RL-OE reduziu a 

intensidade de fluorescência, refletindo assim a diminuição da [Ca2+]c (Figura 32B), a 

redução da fluorescência foi em torno de 70%. Resultados semelhantes foram 

observados após a exposição dos miócitos à concentração de 1 µM do verapamil, 

um bloqueador dos CaV-L (STANEVA-STOYTCHEVA; VENKOVA, 1992) 

(Figura 32C), não havendo diferença significante entre os valores de porcentagem 

de intensidade de fluorescência na presença do RL-OE e do verapamil (Gráfico 20). 

Resultados similares foram evidenciados com o XL-OE, que reduziu a 

intensidade de fluorescência em aproximadamente 80%, no entanto, o XF-OE 

apresentou uma maior redução da intensidade de fluorescência, com 97% de 

redução (CORREIA et al., 2013). Sugerindo assim, que a redução da [Ca2+]c não é o 

único mecanismo envolvido no efeito espasmolítico do RL-OE, uma vez que este foi 

mais potente em inibir as contrações fásicas induzidas por histamina nos 

experimentos funcionais (Tabela 8), mas contraditoriamente, o XF-OE reduziu mais 

eficientemente a [Ca2+]c nos experimentos celulares com miócitos intestinais. 

Semelhantemente, o óleo 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 [Ca2+]c dos miócitos 

intestinal para exercer seu mecanismo de ação espasmólica em íleo de cobaia 

(OLIVEIRA, 2013; SANTOS et al., 2012b).  

Assim, demonstra-se nesse trabalho que o mecanismo de ação 

espasmolítica do RL-OE em íleo de cobaia envolve bloqueio do influxo de Ca2+, via 

CaV-L, além da ativação/modulação positiva dos canais BKCa e KV, o que levaria a 

redução da [Ca2+]c e consequente relaxamento desse orgão. 
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 7 Conclusões

 

 

 

 

Na investigação do efeito espasmolítico dos óleos 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:  

 

 Aorta de rato 

o O XL-OE apresenta uma baixa eficácia 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. 

 

 Traqueia de cobaia 

o Os XL-OE e XF-OE apresentam uma baixa eficácia espasmolítica 

nesse órgão; 

o O RL-OE foi o óleo essencial mais eficaz nesse órgão e seu 

mecanismo de ação espasmolítico parece independer dos fatores 

relaxantes derivados do epitélio. 

 

 Útero de rata 

o O XL-OE apresenta baixa eficácia tocolítica, enquanto que o XF-OE e 

o RL-OE apresentam atividade tocolítica não seletiva, sendo mais 

potente frente à ocitocina. 
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 Íleo de cobaia 

o Todos os óleos essenciais apresentam maior eficácia e potência 

espasmolítica na musculatura lisa intestinal; 

o Os XL-OE, XF-OE e RL-OE apresentam efeito espasmolítico não 

seletivo, sendo o último mais potente frente à histamina. 

 

 Mecanismo de ação espasmolítica do RL-OE em íleo de cobaia 

o Não envolve antagonismo competitivo dos receptores histaminérgicos; 

o Envolve o bloqueio dos canais de Ca2+ dependentes de voltagem 

(CaV), em especial os do tipo L; 

o Envolve a modulação positiva dos canais de K+, particularmente os dos 

subtipos BKCa e KV; 

o Não há a participação da via dos nucleotídios cíclicos; 

o Não é citotóxico sobre os miócitos da camada longitudinal de íleo de 

cobaia; 

o Reduz o conteúdo citosólico de Ca2+ em miócitos intestinais de cobaia. 
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Figura 33 – Esquema representativo do mecanismo de ação espasmolítica do 

RL-OE em íleo de cobaia 

 

Fonte: Autor, 2013. 

O mecanismo de ação espasmolítica do RL-OE em íleo de cobaia, nnnão envolve 
antagonismo competitivo dos receptores histaminérgicos,nnnindepende da participação da 
via dos nucleotídios cíclicos,nnn envolve o bloqueio do influxo de Ca2+, via os CaV-L e a       
nnnativação/modulação positiva dos canais de K+, particularmente os dos subtipos KV e 
BKCa, hiperpolarizando as células intestinais, além de não ser citotóxico (não mostrado na 
figura), nnreduzir a [Ca2+]c em miócitos da camada longitudinal e consequentemente 
relaxamento desse órgão. As definições das abreviaturas estão presentes na lista de 
abreviaturas e no texto.  
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ANEXO A – Certidão de aprovação do projeto pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal 
(CEPA/LTF). 


