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RESUMO

A espécie Lippia alba (Mill.) N.E. Brown (Verbenaceae) popularmente chamada de erva-
cidreira cresce espontaneamente em todo territorio brasileiro e tem seu uso popular atribuido as
suas propriedades sedativas, carminativas, analgésicas, espasmolitica e emenagoga, estas acdes
podem também estar relacionados a influéncia dos metabolitos secundarios presentes na
composicdo da planta. Entretanto, até 0 momento ndo ha estudos envolvendo a agéo relaxante
do oleo essencial da L. alba e seus componentes majoritarios citral e limoneno sobre a
musculatura lisa vascular. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito vasorrelaxante do 6leo
essencial de L. alba (OELa) e de seus componentes majoritarios citral e limoneno em aorta
isolada de ratos. Para realizacdo dos experimentos foram utilizados ratos machos da linhagem
Wistar, com massa corporea entre 200-300g. Ap0s eutanasia, a aorta foi removida, em seguida
foi seccionada em anéis de 4-5mm de comprimento, os quais foram mantidos em solucéo de
Tyrode modificado aerado, pH 7,4, a 37°C, para registro isométrico das contragdes musculares.
Para avaliar o efeito do OELa sobre o ténus muscular espontaneo, foram administrados
cumulativamente (1-1000ug/ml) OELa em anéis de aorta, sob tensdo de 1g, que apresentou um
aumento, o qual ndo foi estatisticamente significante em relacdo a preparacdo controle. OELa,
citral e limoneno relaxaram de forma dependente de concentracdo preparacfes de anéis de
aorta pré-contraidas por KCI (60mM) com endotélio (CEsy: 83,30£9,78 ug/ml, 110,80+8,04 e
866,91+35,5uM , respectivamente) e sem endotélio (CEsg: 356,20+43,71 pg/ml, 487,2+39,43 e
309,27+53,83 UM, respectivamente), ou previamente contraidas por FE(0,1uM) com endotélio
(CEso: 352,73+19,39 pg/ml, 99,34+7,2 e 2682,7+19,08uM, respectivamente) e sem endotélio
(CEso: 566,06+£38,31 pg/ml, 914,94+49,73 e 1680uM, respectivamente). Esses dados
demonstram que o OELa e o citral tem relaxamento da musculatura lisa da aorta sendo mais
potentes do que o limoneno. Verificou-se que esse relaxamento é potencializado pelo
endoteélio, ao contrério do limoneno onde houve uma diminui¢do do relaxamento na presencga
do endotélio. Quando utilizou-se um bloqueador do Oxido nitrico sintase (L-NAME) na
presenca do agente contraturante FE (0,1 uM), verificou-se que o OELa, o citral e limoneno
apresentaram 0s seguintes resultados (CEso: 654,19+10,46 pg/ml, 601,66+10,92 e
997,5+£80,13uM, respectivamente) e na presenca do bloqueador da cicloxigenase, a
indometacina, o OELa o citral e limoneno apresentaram o0s seguintes resultados (CEso:
264,48+11,87 pg/ml, 503,6+30,10 e 230,64+10,63uM (respectivamente). Demonstrando que o
relaxamento produzido pelo OELa e o citral atuam sobre a via do endotélio, pois na auséncia
das substancias liberadas pelo endotélio o efeito relaxante é minimizado, no entanto o
limoneno apresentou um resultado oposto, tendo um maior relaxamento na auséncia das
substancias liberadas pelo endotélio. O OELa e o citral foram capazes de inibir contragdes
induzidas pelo BaCl, (0,1-30 mM) cujo comportamento similar foi observado nas preparacoes
pré-incubadas com nifedipina (1uM), contrariamente, o limoneno néo inibiu de forma significante
estas contracbes. OELa, citral e limoneno também foram capazes de relaxar de forma
concentracdo-dependente as contragfes induzidas e sustentadas por BAY-K 8644, um agonista de
canal de célcio , sendo estatisticamente significante a partir das concentra¢6es de 10 pg/ml, 30 uM
e 100 pM, respectivamente para cada substancia. Em 1000ug/ml de OELa, e 1000uM de citral e
limoneno, observou-se que o0 OELa e o limoneno relaxaram a contracdo de KCI de forma similar
ao relaxamento produzido pelo inibidor de Rho cinase, Y27632. Diante disso observou-se que
0 OELa e o citral apresentaram efeito vasorrelaxante em aorta isolada de ratos, o qual é
potencializado pelo endotélio. Entretanto, o limoneno nao apresenta os mesmos efeitos do
OELa e do citral, indicando a necessidade de um estudo mais detalhado a respeito desse
constituinte. Os resultados revelam também que o efeito relaxante pode ser mediado por
mecanismos intracelulares, os quais provavelmente envolvem a regulagédo da sensibilidade ao
Ca™ do sistema contratil do masculo liso vascular.

Palavras-chave: Lippia alba, aorta, efeito vasorrelaxante.



ABSTRACT

The species Lippia alba (Mill.) N.E. Brown (Verbenaceae), popularly known as erva-cidreira
grows spontaneously throughout the Brazilian territory and has its popular use attributed to its
sedative, analgesic, carminative, spasmolytic, and emmenagogue properties, which can also be
related to influence of secondary metabolites present in the composition of the plant. However,
to date, there are no studies involving the action of the L. alba and its major components citral
and limonene on vascular smooth muscle. The aim of this study was to evaluate the
vasorelaxant effect of the essential oil of L. alba (EOLa), and its major components citral and
limonene in isolated rats aorta. To carry out the experiments, it was used male Wistar rats, with
body mass between 200-300 g. After euthanasia, the aorta was removed, then was split in 4
rings-5 mm in length, which were kept in aerated modified Tyrode, in pH 7.4, at 37°C, for
registration of isometric twitches. To evaluate the effect of EOLa on the spontaneous muscle
tone, it was administered cumulatively (1-1000ug/ml) EOLa in aortic rings, under tension of
1g, which showed an increase, which was not statistically significant in relation to the
preparation control sample. EOLa, citral and limonene relaxed depending on concentrations
and preparations of aortic rings pre-contracted with KCI (60mM) with endothelium (CEs:
83.30+9.78 pg/ml, 110.80+8.04 and 866.91+35.5uM , respectively) and without endothelium
(CEsp: 356.20£43.71 pg/ml, 487.2+39.43 and 309.27+53.83 uM, respectively), or previously
contracted with FE(0.1uM) with endothelium (CEsp: 352.73+19.39 pg/ml, 99.34+7.2 and
2682.7£19.08uM, respectively) and without endothelium (CEsy: 566.06+£38.31 pg/ml,
914.94+49.73 e 1680uM, respectively). These data demonstrate that the EOLa and the citral
have aortic smooth muscle relaxation being more powerful than the limonene. It was found
that this relaxation is potentiated by the endothelium, unlike limonene where there was a
decrease of relaxation in the presence of endothelium. When it was used the nitric oxide
synthase inhibitor (L-NAME) in the presence of the contracturant agent FE (0.1 puM), It was
found that the EOLa, the citral and limonene presented the following results (CEso:
654.19+£10.46 pg/ml, 601.66+£10.92 and 997.5+80.13uM, respectively) and in the presence of
the cyclooxygenase inhibitor, the indomethacin, the EOLAa, citral and limonene presented the
following results (CEsp: 264.48+11.87 pg/ml, 503.6+30.10 and 230.64+10.63uM
(respectively). Demonstrating that the relaxation produced by EOLa and the citral act on the
endothelium are because in the absence of substances released by the endothelium the relaxing
effect is minimized, however the limonene presented an opposite result, having a greater
relaxation in the absence of substances released by the endothelium. The EOLa and the citral
were able to inhibit contractions induced with BaCl, (0.1-30 mM) which similar behavior was
observed in preincubated preparations with nifedipine (1uM), otherwise, the limonene did not
inhibit significantly these contractions. EOLa, citral and limonene, were also able to relax with
concentration-dependent form the contractions induced and supported by BAY-K 8644 (3uM),
a calcium channel agonist, and statistically significant from the concentrations of 10 pg/ml, 30
MM and 100 pM, respectively for each substance. In 1000ug/ml of EOLa, and 1000uM of
citral and limonene, it was observed that the EOLa and the limonene relaxed the contraction of
KCI similar to the relaxation produced by Rho-kinase inhibitor, Y27632. Given that it was
observed that the EOLa and the citral presented vasorelaxant effect in isolated rat aorta, which
is potentiated by the endothelium. However, the limonene does not present the same effects of
the EOLa and the citral, indicating the need for a more detailed study about this component.
The results also reveal that the relaxing effect may be mediated by intracellular mechanisms,
which will probably involve the adjustment of the sensitivity to the Ca* of the contractile
system of vascular smooth muscle.

Keywords: Lippia alba, aorta, vasorelaxant effect.
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1. Introducéo

1.1 Plantas medicinais

O tratamento de vérias doencas a partir de plantas medicinais ocorre ha anos, em
virtude do conhecimento que as antigas civilizagdes tinham sobre o poder medicinal e do
cultivo de informagdes culturais a cada geragdo (FEIJO, 2012). No Brasil, por ser considerado
um dos maiores centros de biodiversidade do planeta, e, por apresentar uma flora
diversificada em toda sua extensdo, ainda existem vegetacGes de caracteristicas e compostos
bioativos desconhecidos (VARANDA, 2006).

A utilizacdo de plantas medicinais neste pais teve origem a partir da cultura indigena,
na busca do tratamento de diversas enfermidades, em virtude da sua riqueza em diversos
produtos terapéuticos e por incluir em seu territério biomas, como: cerrado, caatinga,
pantanal, floresta amazonica e mata atlantica. Porém em contraste com outros paises como,
Alemanha, Canada e Estados Unidos, é evidenciada que esta vasta riqueza do Brasil ainda se
encontra pouco explorada em relacdo ao seu potencial medicinal (CALIXTO, 2000; RATES,
2001; VEIGA JUNIOR, 2008).

Mesmo o uso das plantas medicinais como forma alternativa ou complementar aos
medicamentos ofertados pela medicina tradicional serem datados de muito tempo (LORENZI;
MATQOS, 2002), ainda estima-se que existam aproximadamente 25.000 a 75.000 espécies
vegetais das quais apenas 1% foi comprovada por estudos cientificos, 0s quais revelaram seu
potencial terapéutico quando usadas em humanos (LIMA et al., 2007).

E sabido de todos que a utilizagdo das plantas como método curativo das enfermidades
foi por muito tempo baseado nos conhecimentos empiricos repassados, e esta sabedoria
popular vem gradativamente perdendo espaco na atualidade, visto que a aplicabilidade muitas
vezes ndo apresenta carater verdadeiro, por alguns é abusivo e que podem ofertar diversos
riscos a saude. Porém este conhecimento popular quando aliado ao conhecimento cientifico,
muitas vezes podem trazer excelentes resultados (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2010).

A Dbusca pelo uso e pelas potencialidades das plantas medicinais esta longe de se
esgotar, visto que com 0s novos paradigmas do desenvolvimento social e econdmico, bem
como na busca por um estilo de vida mais saudavel, sustentavel e renovavel tem levado a

necessidade de encontrar no reino vegetal solugGes para as enfermidades. A descoberta e a
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producdo de novas moléculas com potencial terapéutico terdo grande aplicabilidade na
tecnologia farmacéutica e no desenvolvimento de fitoterdpicos cada vez mais eficientes
(SCHENKEL et al.,2003).

Ainda segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2010) a grande caréncia
encarada pela populacdo brasileira no tocante a saude publica, além dos altos precos dos
medicamentos industrializados, levou uma retomada e fortalecimento do uso das plantas
medicinais, visto que é um recurso mais acessivel. Esse resgate teve respaldo e incentivo do
governo, com a criacdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos- PNPMF e
a Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares- PNPIC no Sistema Unico de
Saude (BRASIL, 2006; 2009) , a qual regulamentou e deu grande importancia a necessidade
de se estudar mais sobre esses materiais vegetais.

Levando em consideracdo as recomendacbes da Organizacdo Mundial de Salde
(OMS), a cultura e a biodiversidade do Brasil, bem como a complexidade que envolve a
fitoterapia, a PNPMF teve como principal meta a ampliacdo do acesso a plantas medicinais,
fitoterdpicos e servicos relacionados a fitoterapia voltada para a seguranca, eficacia, qualidade
e integralidade da atencdo a salde dos cidaddos brasileiros, além do desenvolvimento da
cadeia produtiva e da industria nacional, e ainda o incentivo ao uso sustentavel da
biodiversidade brasileira e o desenvolvimento do complexo produtivo da satde. (BRASIL,
20064a).

1.2 Oleos essenciais

O avanco nos conhecimentos técnicos sobre os 0Oleos essenciais datam do século
XVIII, quando iniciou o desenvolvimento de estudos que envolviam as caracterizagoes
quimicas do 6leo. Hoje ja temos um grande nimero de plantas conhecidas pela producédo de
6leos essenciais e envolvidas no desenvolvimento econdmico (VITTI; BRITO, 2003).

Os Oleos essenciais sdo considerados misturas complexas de substancias, volateis,
geralmente odoriferos e lipofilicos, que podem ser obtidos a partir de qualquer 6rgao vegetal.
Apresentam-se como liquidos oleosos em temperatura ambiente, caracteristica que o difere
dos dleos fixos, e ainda, de forma geral podemos caracterizar os Gleos essenciais como
substancias instaveis, sobretudo na presenca de calor, umidade, luz, metais, substancias
oxidantes ou redutoras (SIMOES et al., 2007; BAKKALLI, et al., 2008). As diversas

substéancias presentes nos 60leos essenciais sdo encontradas em diferentes concentragdes, sendo
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geralmente de duas a trés substancias majoritarias, e que sao geralmente responsaveis pelas
propriedades biologicamente ativas das plantas aromaticas (TAVARES et al., 2011; SOUZA
et al., 2012). E possivel dividir os constituintes dos 6leos essenciais das plantas em duas
classes quimicas, perfeitamente diferenciadas em: terpendides e fenilpropanoides
(SANGWAN et al. 2001).

Os constituintes presentes nos 6leos essenciais conferem as plantas medicinais seu
potencial terapéutico, além de trazer outros beneficios para sobrevivéncia da planta e
continuidade das espécies na natureza. Sdo produzidos a partir do metabolismo secundario
junto com a producdo de compostos organicos, e nao estdo diretamente ligados ao
crescimento e desenvolvimento da planta, e sim com a interacdo da planta com o meio
ambiente (SANTOS, 1999). Encontram-se trés grandes grupos de metabolitos secundarios:
compostos fendlicos, terpenos e alcaloides, usados pelas plantas na defesa contra estresses
bioticos e abioticos (TAIZ; ZEIGER, 2009). Os compostos fendlicos sdo derivados do acido
chiquimico e acido mevalénico. Os terpenos sdo compostos produzidos a partir do &cido
mevalonico (no citoplasma) ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto). Enquanto que
os alcaloides sdo oriundos de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), que sao derivados
do &cido chiquimico e de aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina). Flavonoides, taninos e
ligninas fazem parte dos compostos fendlicos; 6leos essenciais, saponinas, carotenoides e a
maioria dos fitorreguladores séo terpenos (ALVES, 2001; PERES, 2004).

A presenca desses compostos nos 6leos essenciais pode variar tanto qualitativamente
guanto guantitativamente, e isso se deve a influéncia de varios fatores, dos quais € possivel
citar: fatores climaticos e geograficos, as estacfes do ano, a época de floracdo, hora da coleta,
solo, indice pluviométrico, partes da planta e a fase que ela se encontra podem influenciar em
conjunto na sintese destes metabdlitos. Além da influéncia de fatores ambientais, ainda é
possivel identificar variacdo em funcdo da variabilidade genética (OLIVEIRA et al., 2006;
CAMELO etal., 2011).

Os oOleos essenciais sdo de grande interesse industrial, pois ja representa importante
papel na economia, por serem muito utilizados para conferir aromas especiais nos mais
diversos produtos, como: cosméticos, perfumes, sabonetes e em alguns condimentos. Além
disso, sdo utilizados para minimizar odores em ambientes, e atualmente ja vem sendo
incluido em diversos produtos industriais, como plasticos, tintas, borrachas e outros (TELES,
2003). Esta ultima utilizacdo tem dado destaque aos Oleos essenciais, que vem ganhando
espaco na sua utilizagdo associada as embalagens plésticas devido a sua acdo antimicrobiana
(BOTRE et al., 2010; STIEVEN et al., 2009).
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1.3 Lippia alba (Mill.) N. E. Brown

A espécie Lippia alba (Mill.) N.E. Brown é encontrada em todas as areas tropicais e
subtropicais da América do Sul, América Central, Ilhas Caribenhas e na regido sul dos
Estados Unidos (PASCUAL, et al.,2001; MARTINS et al., 1995). E possivel encontra-la
também na india (SINGH et al., 2000) e Australia ( HENNEBELLE et al., 2008; AQUINO et al.,
2010). No entanto, possui ampla distribuicdo e utilizacdo fortemente tradicional na América
Central e Latina, desde o México, Cuba, Uruguai, Paraguai e Brasil, observando-se grande variedade
fenotipica que favorece sua adaptacdo nas variadas condicdes climaticas (PALACIO-LOPEZ;
RODRIGUEZ-LOPEZ, 2007).

No Brasil ela é encontrada praticamente em todas as regifes: Norte (Amapa, Para,
Amazonas, Acre), Nordeste (Maranhdo, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Bahia), Centro-
Oeste (Mato Grosso, Goias, Mato Grosso do Sul), Sudeste (Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de
Janeiro) e Sul (Parana e Rio Grande do Sul) (SALIMENA, 2010).

Essa larga distribuicdo levou a geracdo de varios nomes populares, que geralmente
estdo relacionados com seu odor aromatico caracteristico e suas propriedades medicinais
(HENNEBELLE, et al.,2008). Na Colémbia, por exemplo, ela é popularmente conhecida
como “pronto alivio” e dependendo da regido pode ser também chamada de “curatodo”
(STASHENKO et al., 2003). No Brasil, as denominac¢@es mais comuns sao: erva-cidreira,
falsa melissa, cha-de-tabuleiro, erva-cidreira-do-campo, salva-do-Brasil, salva-limdo, erva-
cidreira-brava, cha-de-febre, erva-cidreira-brasileira, alecrim-do-mato, alecrim-do-campo e
alvia sija (MATQOS, 2000; HOLETEZ, et al., 2002; PASCUAL et al., 2001).

Além de diversos nomes populares, a Lippia alba (Mill.) N.E. Brown possui também
varias sinonimias botéanicas, que pertencem aos géneros Lippia, Lantana, Filos, Verbena e
Zapania (ISB, 2007), tais como: L. alba (Mill.) N.E. Brown ex Britton & Wilson; L.
asperifolia A. Rich; L. crenata Sessé & Moc; L. geminata microphylla Griseb; L. germinata
H.B. K; L. glabriflora Kuntze; L. haanensis Turcz; L. lantanoides Coult; L. trifélia Sessé &
Moc; Lantana alba Mill; Lantana canescens Hort.; Lantana geminata (H.B.K.) Spreng.;
Lantana geminata Spreng; Lantana lippioides Hook. & Arn.; Phyla geminata H.B.K;
Verbena lantanoides Willd (PASCUAL et al., 2001 a). A taxonomia mostra-se confusa, pois
essa diversidade de sinonimias dificulta de certa forma, a classificacdo boténica do género

Lippia. Estas controvérsias taxondmicas sdo causadas pelas diferencas morfoldgicas,
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anatomicas e fisiologicas desta espécie, que possui diferentes graus de ploidia, bem como
ampla plasticidade fenotipica (TAVARES et al., 2003).

Em estudo realizado por Pierre (2004), analisou-se a cariologia de trés quimiotipos de
Lippia alba (citral, carvona e linalol) e se constatou diferencas entre eles no numero e
morfologia dos cromossomos, revelando assim que o quimiotipo citral apresentava 2n=30
Cromossomos, enquanto que o quimiotipo carvona possui 0 nimero de cromossomos 2n=60,
podendo ser este um autopoliploide do quimiotipos citral. Ja no quimiotipos linalol o estudo
revelou variacdo numeérica dentro do préprio quimiotipo, um mixopldéide que mostrou 2n=12
a 2n=60. A hibridizacdo fluorescente in situ, conhecida como FISH (fluorescence in
situ hybridization) técnica citogenética utilizada para detectar e localizar a presenga ou a
auséncia de determinadas sequéncias de DNA em cromossomos, utilizada no mesmo estudo
demonstrou que a Lippia alba tem origem alpolipdide, analisando plantas com diferencas no
numero de cromossomos, levando a classificacdo de quimiotipos 1-citral e 2-linalol. Estudos
assim revelam parte das variagdes existentes na espécie Lippia alba que decorre assim de
variagdes cariotipicas.

A L. alba, no tocante a sua composic¢do quimica, € bem estudada por apresentar como
uma das caracteristicas a sua organizacdo em quimiotipos (BARROS, et al., 2009). Muitos
estudos vém sendo desenvolvidos para constatacdo de fatores que possam influenciar na
variacdo de constituintes majoritarios dessa espécie. Os quimiotipos mais comuns a L. alba
sdo: citral, carvona e limoneno, que podem esta combinados entre si (CUNHA et al., 2012).
Matos (1998) relata que existem, no Nordeste, trés tipos de L. alba, caracterizados pelos
constituintes quimicos de seus 6leos essenciais, sendo os de elevado teor de citral e mirceno, o
tipo 1; de citral e limoneno, o tipo 2 e de carvona e limoneno, o tipo 3.

Silva et al. (2006) analisou o perfil quimico de Lippia alba em diferentes estacfes do
ano (verdo, inverno, primavera e outono) no Sul da Bahia, onde foi identificado como
componente majoritario o citral em maior ocorréncia no verao, enquanto nas outras estacoes
houve variacOes significativas de componentes secundarios como [B-mirceno; em estudo
desenvolvido no Rio Grande do Sul analisando o rendimento e a composicao quimica de 6leo
essencial de L. alba verificou-se em todas as estacGes do ano a maior presenca de Linalol e
1,8-cineol (BARROS, et al. 2009). Januzzi et al. (2010), em estudo no Distrito Federal
identificou os quimiotipos citral-limoneno, citral-mirceno, limoneno-carvona, citral, linalol,
mirceno e linalol-limoneno.

No aspecto fisico, a Lippia alba é um subarbusto de variavel morfologia, que possui

ramos esbranquigados e finos, quebradicos e arqueados (MATOS, 2000). Podem atingir até
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cerca de 3 metros de altura, e podem florescer o ano todo. Possui inflorescéncias que variam
nas cores, podendo ser brancas, rosas ou violeta, que formam com o célice frutifero uma
porcao dispersora de sementes através do vento. (SALIMENA, 2002; SCHOCKEN , 2007).

E considerada uma planta rdstica, porte arbustivo, com ciclo perene e veloz
crescimento e desenvolvimento, que facilmente se coloniza através de natural enraizamento
dos ramos que tenham contato com o solo (BIASI; COSTA, 2003; EHLERT,2003).
Habitualmente apresenta-se prostrada, decumbente, e com seu potencial colonizador encontra-
se facilmente em tanto em solos arenosos, quanto em margens de rios, lagos e agudes
(STEFANINI et al., 2001).

Umas das formas de reconhecer a Lippia alba é observando suas folhas que sdo
simples, inteiras, serrilhadas, ndo possui forma de redonda e nem quadrada, oblonga, agudas e
dispostas de formas opostas, que ocorrem em numero de duas por n6. S80 membranaceas,

pecioladas, pubescente e com aroma citrico caracteristico (Figura 1) (CASTRO, 2001)

Figura 1: Folhas da espécie de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown. Fonte: SILVA, 2015
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1.3.1 Uso tradicional e conhecimento popular

A espécie Lippia alba (Mill.) N. E. Brown é uma das plantas consideradas medicinal
mais usada nas praticas tradicionais curativas da populacdo brasileira apontada pela Central
de Medicamentos (CEME) (ANGELUCCI et al., 1990; MING, 1992). Além disso, com sua
larga difuséo e utilizacdo pela populacéo do nordeste, a popularmente conhecida erva cidreira
também foi incluida no projeto “Farmdcia Vivas” da Universidade Federal do Ceara
(MATTOS, 2000), no projeto “Fitoterapia nos Servigos de Saude” implementado pela
Secretaria Estadual de Sadde do Parana (MING, 1990), e ainda de projetos promovidos pela
Prefeitura de Campinas (SP), de assisténcia farmacéutica fitoterapica a populacdo carente
(CASTRO, 2001). No Brasil ela se encontra atualmente entre as 66 espécies regulamentadas
com finalidade medicinal (BRASIL 2010).

Diversas pesquisas etnofarmacoldgicas constataram uma variedade grande no uso
tradicional da Lippia alba, sendo as principais indicacbes, como: analgésico, anti-
inflamatorio, antipirético, sedativo, disenterias e diarreias, doencas cutaneas, doencas
hepaticas, colicas menstruais, antiespasmadico, tratamento de sifilis e gonorreia, e como
tempero culinario. (PASCUAL et al., 2001b; PINTO et al., 2006; MATTOS et al., 2007). Em
outro estudo os principais usos relatados: doencas respiratdrias, digestivas, cardiovasculares,
para hipertenséo e como sedativos (HENNEBELLE et al., 2008).

Largamente utilizada pela difusdo de suas atividades como calmante, sedativa,
ansiolitica, antiespasmddica e expectorante (MATTOS et al., 2007). Para esses fins
terapéuticos observa-se diversas formas de utilizagdo da Lippia alba, com suas folhas ou
raizes, como chés, infusGes, banhos, extratos alcodlicos, compressas, xaropes, principalmente
pela presenca de seus constituintes quimicos, principalmente o 6leo essencial (JULIAO et al.,
2003).

Outros estudos etnofarmacologicos tém apresentado o uso da Lippia alba fortemente
presente na cultura popular. No México, foi citado uso tradicional por curandeiros para
problemas gastrointestinais (HEINRICH et al., 1992). Na Colémbia, no municipio de San
José de Pare-Boyacd, a Lippia alba foi citada como analgésica, para dores estomacais, gripe e
tosse ( TOSCANO-GONZALEZ, 2006). Em estudo, realizado em trés cidades no estado de
S&o Paulo, a Lippia alba foi a sétima planta mais citada, usada em forma de infusdo para
hipertensdo, problemas digestivos, nauseas e frio, para curar feridas externamente e ainda
como xarope contra a tosse e bronquite (DI STASI et al., 2002). No estado da Bahia foram

realizados mais dois estudos onde a espécie Lippia alba também foi a mais citada, usada
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como sedativo, para hipertensdo, dor e flatuléncia (RODRIGUES E GUEDES, 2006). Em
Pernambuco, no municipio de lgarassu, a Lippia alba foi citada para uso em tratamento de
anemia e problemas digestivos (GAZZANEO et al., 2005).

1.3.2 Atividades bioldgicas

Considerando as atividades biologicas de extratos e/ou fracGes polares da espécie
Lippia alba, encontramos estudos in vitro que constataram: atividade antioxidante, que
preserva 0 DNA de um possivel stress oxidativo (RAMOS et al., 2003); atividade
antimicrobiana evidenciada contra bactérias gram positivas (Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae e Streptococcus pyogenes), causadoras de infeccdes respiratorias
(CACERES et al., 1991; SOARES, 2001). Em outro estudo usando extratos hidroalcodlicos a
90% de teor alcodlico ndo observou-se atividade antimicrobiana, porém evidenciou-se que 0
mesmo apresentou atividade antifungica moderada contra C. crusei (HOLETZ et al., 2002).
Utilizando extrato etanolico de raiz de Lippia alba evidenciou-se atividade antimicrobiana
contra S. aureus e contra Klebsiella pneumonia (SENA-FILHO et al., 2006). Corroborando
com este estudo Aguiar e colaboradores (2008) utilizaram também a partir da raiz de Lippia
alba além do extrato etandlico, extratos acetonicos e cloroférmicos e constatou-se atividade
frente a S. aureus, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, Mycobacterium smegmatis, Monilia
sitophila e Candida albicans, aplicou-se também extratos hexanicos, etandlico e metanolicos
das folhas de Lippia alba e verificou-se inibicdo de S. aureus, Micrococcus luteus, Bacillus
subtilis, Mycobacterium smegmatis e Chrysonilia sitophila. Além desses patogenos,
evidenciou em outro investigacdo a acdo da Lippia alba frente ao Bacillis subtilis, Sacrina
lutea, Xanthomonas campestri e Escherichia coli (MAMUN-OR-RASHID et al., 2012).

Atividade antimicrobiana também foi observada em outras espécies de
microrganismos utilizando extratos brutos, 6leo essencial e mel do néectar das flores de Lippia
alba, como: frente ao fungo Candida albicans (HOLETZ et al., 2002), contra 0s virus da
Herpes simples tipo | e da polio tipo 2 (PV-2) (ANDREGHETTI-FROHNER et al., 2005),
contra o virus influenza tipo A (H3N2) (RUFFA et al., 2004) e contra a replicagdo do virus da
febre amarela (GOMEZ et al., 2013). Constatou-se ainda acdo em potencial frente a fungos
dermatdfitos com o 6leo essencial rico em linalol (COSTA et al., 2013).

Na realizacdo de testes in vivo observou-se que a infuséo da Lippia alba protege contra

0 aparecimento de Ulceras gastricas induzidas por indometacina, considerando assim sua
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atividade antiulcerogénica (PASCUAL et al., 2001b), e ainda relatos da mesma atividade
determinada por constituintes majoritarios, como 1,8-cineol ( SANTOS; RAO, 2001), linalol
(BAROCELLLI et al., 2004), limoneno (MORAES et al., 2009; ROZZA et al., 2010) e citral
(ORTIZ et al., 2010). Estudos realizados para avaliarem propriedades sedativas constatou
acdo fraca ou moderada do quimiotipo citral sobre os receptores benzodiazepinicos
(HENNEBELLE et al., 2008a). Corroborando com estes tipos de estudo, analisou-se atividade
de um quimiotipo de Lippia alba, a carvona, e evidenciaram significativa acdo ansiolitica do
Oleo essencial (HATANO et al, 2012). Avaliando atividades antinociceptiva e
antiedematogénica do Oleo essencial dos quimiotipos citral-limoneno e carvona-limoneno
mostraram resultados significativos para os testes de placa quente e contor¢des abdominais
(VIANA et al., 1998). Observou-se ainda atividade inibitéria na excitabilidade do nervo
isquiatico de ratos, utilizando o éleo essencial de Lippia alba (SOUSA et al., 2015).

No intuito de avaliar um dos seus principais usos tradicionais, modelos de
investigacdo que usaram a Lippia alba para hipertenséo observaram que o extrato da mesma
reduziu a frequéncia cardiaca em coracao isolado de rato, porém sem mudanca da sua forca
contratil ( GAZOLA et al., 2004), e ainda acdo hipotensora causada pelo componente
majoritario de um quimiotipo de Lippia alba, o citronelol (BASTOS et al., 2009).

Foi investigada também a acdo antioxidante da Lippia alba e em estudo realizado com
6leo essencial das folhas, obtidos por hidrodestilacdo, constatou-se resultado significativo,
semelhante ao da vitamina E, usada como controle positivo (STASHENKO et al., 2004).
Corroborando com este estudo, utilizando extratos metandlicos das folhas de Lippia alba
demonstrou também propriedade antioxidante, atribuida a flavonoides e cumarinas
(HENNEBELLE et al., 2008a).

Um estudo clinico, de fase Il, ndo controlado e prospectivo, foi também relatado
utilizando extratos hidroalcodlicos das folhas de Lippia alba em pacientes que relatavam
crises de enxaqueca, e observou-se que o0 quimiotipo que tinham carvona e geranial como
compostos majoritarios reduziram significativamente a frequéncia e a intensidade da dor
(CONDE, 2011).

1.4 Citral

O citral € um monoterpeno bastante apreciado pelas industrias de alimentos,
farmac@uticas e ainda de cosméticos e perfumaria (LALKO; API, 2006). E possivel defini-lo

como um metabolito secundario, resultante da unido de dois compostos quimicos o trans-
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isdmero geranial ((E)-3,7-dimetil-2,6-octadienal) e o cis-ismero neral ((z)-3,7-dimetil-2,6-
octadienal) (Figura 2) (MATOS, 2000).

N 0 N Citral 0
A\ .A.\\ \ J
Geranal (irans) | Neral (cis) | 0 NN\

Figura 2. Representacdo da estrutura quimica dos trans-isbmero geranial e o cis-isdmero neral, compostos que
compBem o citral. Fonte: Adaptado de CARVALHO, 2014

E um constituinte que apresenta aroma bastante caracteristico, comparado ao intenso
odor do limao, o que conferiu ao citral grande aplicabilidade nas inddstrias de perfumaria, de
detergentes e ainda na alimenticia, bem difundida na cozinha do Sudeste Asiatico (DUDAI et
al., 2005). Além disso, é utilizado na producdo das ionona, beta caroteno e para composi¢éo
da vitamina A (MARTINS et al., 2004).

E possivel encontrar o citral na constituicdo dos 6leos essenciais de diversas plantas,
principalmente nas consideradas citricas, entre as mais conhecidas com grande teor de citral
temos: o capim limdo (Cybopogon citratus), a verbena (Verbena officinalis), a melissa
(Melissa officinalis) e nas variadas espécies do género Lippia (DUDAI et al., 2005).

Como o citral estd como constituinte majoritario em vérias plantas medicinais, é
atribuido a sua molécula algumas atividades bioldgicas. Observou-se atividade antisséptica,
mais forte em cinco vezes que no fenol (HARBORNE et al., 1999). Apresentou acdo calmante
e espasmolitica (MATQOS, 2000). Para o 6leo essencial da espécie Cybopogon citratus, foi
demonstrado atividade antifingica, a qual foi atribuida ao citral, uma vez que este representa
mais de 70% da composicéo do 6leo essencial (PARANAGAMA et al., 2003; MAHANTA et
al., 2007; ROZWALKA et al., 2008; GUIMARAES et al., 2011; AQUINO et al., 2012), pela
atividade anti-helmintica (ALMEIDA et al., 2003), antibacteriana (PEREIRA et al., 2004;
VARGAS et al., 2010; VALERIANO et al., 2012), antiprotozoarios (ROJAS et al., 2012),
repelente (YANES, 2011), larvicida (FURTADO et al., 2005; FREITAS et al.,, 2010) e
inseticida (SAMARASEKERA et al., 2006; FRANZ et al., 2011; SOARES et al., 2011).
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Ainda foi possivel identificar que o citral demonstrou atividade como agente anti-mutagénico,
antimicrobiano e inibidor enzimatico (RAO et al., 2005).

A espécie Lippia alba em alguns de seus quimiotipos tem o citral como constituinte
predominante, e nestes observou-se atividades bioldgicas que podem estar atribuidas ao citral
e que se assemelham as citadas para o capim limdo, tais como: calmante, antiespasmodica
suave, analgésica, sedativa, ansiolitica, antibacteriana (SILVA et al., 2012; SENA FILHO, et
al., 2006).

1.5 Limoneno

O limoneno, 4-isoprenil-1-metil-ciclo-hexeno, é um monoterpeno monociclico que
estd presente na estrutura de muitos vegetais (BURDOCK, 1995). Como um dos
monoterpenos mais abundantes, pode ser encontrado em algumas arvores e arbustos, e pode
representar o maior constituinte de muitos dleos essenciais, especialmente os advindos de
plantas com caracteristicas citricas, como laranja e limédo (BICAS; PASTORE, 2007).

O limoneno possui dois enantibmeros, que se encontra em abundancia na natureza O
S-(-)-limoneno é principalmente encontrado em uma variedade de plantas e ervas como
Mentha spp, enquanto R-(+)-limoneno é o componente majoritario dos 6leos das cascas de
limdo e laranja, assim como do 6leo essencial de alcardvia, os quais conferem funcgdes
naturais de protecéo e evitando a desidratacdao dos vegetais que eles estdo presentes (Figura 3)
(DEMYTTENAERE; KIMPE, 2001).

R-(+)-imoneno S-(-)-limoneno
Figura 3. Estrutura quimica dos enantibmeros do limoneno, o (R)-limoneno e o (S)- limoneno, respectivamente.
Fonte: Adaptado de LEAL, 2011.

Possui como caracteristica marcante o seu odor, e por este motivo é bastante

comercializado, além de ser facilmente obtido. O limoneno apresenta uma vasta utilizacéo
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que envolve grandes interesses das industrias, destacando-se como solvente para produtos a
base de Oleo e resina, e ainda para conferir sabor e/ou odor de laranja em produtos
alimenticios, cosméticos e de limpeza (SANTOS, 2005). Seu uso como solvente
biodegradavel direto pode substituir produtos como metil, cetona e acetona, para fabricacao
de adesivos e borrachas, como flavorizantes e ainda como aditivo para combustivel
(FILIPSSON, 1998). O limoneno é um subproduto industrial indicado para bioconversdes a
compostos de elevado valor comercial, gragas a caracteristicas como, baixa solubilidade em
agua, elevada tendéncia a autoxidacdo e polimerizacdo, e a formacdo de “off-flavors”
(BERGER et al., 2002).

Foi possivel sintetizar a molécula do limoneno, e com seu uso bastante difundido
como produto para producdo de compostos naturais é possivel obter vérias atividades
bioldgicas (FERRARINI, 2008). Boa parte das acdes biologicas atribuidas ao limoneno deve-
se a alteracdio de sua molécula para formar compostos derivados (CARDOSO;
GONCALVES; 1995).

Vérias atividades ja foram citadas no meio cientifico apresentando como responsavel o
limoneno, mesmo sendo sua maioria direcionada a composto derivados desta molécula. Para
tais atividades temos: atividade antifungica, antibacteriana, antitumoral, inseticida, repelente,
acaricida (HOLLINGSWORTH, 2005; CAVALCANTI et al., 2011;). Ainda € possivel citar
atividade antimicrobiana do ¢6xido de limoneno, derivados do limoneno e 6leo essencial
contendo limoneno, atividade antifungica de analogos sintéticos, do 6xido de limoneno e dleo
essencial, atividade antitumoral do limoneno, do éxido e derivados entre outras (BELETTI, et
al., 2004; GRAEBIN et al., 2004; ARRUDA, et al., 2006; CAVALCANTI, et al. 2011).

Segundo Singh et al. (2010) esse monoterpeno possui efeito anti-inflamatorio,
antioxidante e antifungico. Outros estudos também revelaram o efeito inibidor do limoneno
em Vvarios microrganismos, e que o mesmo diminui a velocidade do processo de fosforilacao
oxidativa nas células (CHATTERJEE E BHATTACHARY YA, 2001).

1.6 Mecanismos de contracéo e relaxamento do Musculo Liso Vascular

Mecanismo de Contragdo

A contragdo do musculo liso vascular é essencialmente coordenada através da
sinalizacdo do calcio (Ca*?®). Basicamente é possivel distinguir duas maneiras de resposta

contréatil no musculo liso que levam a dois tipos de acoplamento: um que pode ocorrer através
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da despolarizacdo da membrana, denominada acoplamento eletromecanico e outra, que ocorre
através da ativacdo de receptores de membrana, através de agonistas, chamada de
acoplamento farmacomecénico (SOMLYO E SOMLYO, 1968).

Assim, o musculo liso passou a ser uma importante possibilidade para o
desenvolvimento de técnicas que permitissem estudar substancias que interferissem na
sinalizacdo do Ca™ (KARAKI et al., 1997). O célcio desenvolve acBes estratégicas e
necessarias, atua como segundo mensageiro, além de esta envolvido em Vvarios processos
bioldgicos, como regulacdo enzimatica, transito de proteinas, apoptose e a orientacdo do
acoplamento excitacdo-contracdo do musculo (CARAFOLI, 2002). Normalmente esse ion
sinalizador pode advir do meio extracelular através do influxo dele pelos canais na membrana
plasmatica, ou do meio intracelular através dos seus estoques internos, primordialmente pelo
reticulo sarcoplasmatico que liberam o Ca*? para o citosol (PAN E MA, 2003).

A resposta contratil ocorrida no acoplamento eletromecanico é gerada devido a uma
despolarizagdo da membrana que ocorre com aumento da concentracdo externa de K*, ou
indiretamente pela ligacdo de algum agonista ao seu receptor, e consequentemente abertura de
canais de calcio dependentes de voltagem (VOCCs), causando entrada de Ca* e, gerar
contracdo (REMBOLD, 1996).

No acoplamento farmacomecénico a resposta contratil pode acontecer através do
aumento de 1,4,5- trifosfato de inositol (IP3) e do diacilglicerol, pela ativacdo da proteina
Ggn1- fosfolipase C (PLC) mediante ligagdo de um agonista. A liberagéo de calcio dos
estoques intracelulares ocorre mediante ligacdo do IP3 ao seu receptor de IP3, provocando a
formacdo do complexo célcio-calmodolina, e assim a contragdo (GARRET E GRISHAM,
1995). Outra resposta contratil pode ocorrer através da abertura dos canais de Ca* tipo L,
levando a um influxo de Ca*? sem mudanca do potencial de membrana, ou ainda a liberagdo
de Ca* provocada por Ca*? através dos receptores de rianodina, sensiveis a cafeina, que estdo
presentes na membrana do reticulo sarcoplasmatico (KOMORI et al., 1995).

Outra possibilidade ¢ relatada sobre a contracdo do musculo liso, € a modulacdo da
fosfatase da cadeia leve de miosina (MLCP). A harmonia entre a cinase de cadeia leve de
miosina (MLCK) e a MLCP se desenvolve como um mecanismo regulador reversivel de
fosforilagdo/desfosforilacdo que compdem a contracdo da musculatura lisa. Ocorre a inibigéo
da MLCP através da ativacdo da proteina ligante de GTP (RhoA), a qual estimula a sua
quinase associada (ROK) ( KIMURA et al., 1996; KARAKI et al., 1997; HORI E KARAKI,
1998) e uma fosfolipase D (PLD) especifica para fosfatidilcolina, o que libera acido

fosfatidico o qual € o diacilglicerol (DAG), ocorrendo assim a ativagdo do proteina quinase C
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(PKC) (EXTON, 1997). A ROK e a PKC agem de forma isolada, porém em cooperacao para
inibir a atividade da MLCP (Figura 4) (SOMLYO e SOMLYO, 2000).
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Figura 4. Representacdo esquematica da contracdo e do relaxamento do musculo liso no acoplamento
farmacomecanico. Diversos agonista de receptores ligado a proteina G, estimulam, simultaneamente a produgéo
de IP3 e a via da Rho cinase. O IP3 é produzido pela hidrolise do fosfatidilinositol bifosfato, mediado pela
fosfolipase C- PLC. O IP3 aumenta o cdlcio intracelular pela abertura dos canais de calcio dependente de IP3 no
reticulo sarcoplasmatico, resultando assim no aumento de célcio e na ativagdo da enzima célcio/calmodulina e na
fosforilagdo subsequente cinase de cadeia leve da miosina MLCK, promovendo a integragdo actina-miosina
(contracdo). O célcio de origem dos canais catibnicos operado por voltagem- VOOCs promove uma
potencializagdo da resposta de contracdo. Outra via de potencializacdo € via proteina Rho, que estimula a Rho
cinase que ativa a MLCP-fosfatase de cadeia leve da miosina promovendo um aumento da contracdo. Fonte:
Adaptado de Berne e Levy, 2011.

Mecanismo de relaxamento

O relaxamento do musculo liso pode ocorrer diretamente pela abertura dos canais de
K" através do mecanismo eletromecanico, a hiperpolarizacdo. Pode ser provocada por drogas,
como por exemplo, a cromacalina, ou através de fatores hiperpolarizante derivados do
endotélio (FHDEs) (CAMPBELL et al., 1996; MEDHORA et al., 2001; ARCHER et al.,
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2003), o que aumentara o efluxo de K da célula (GURNEY, 1994). Outra possibilidade,
indiretamente ¢ em funcdo da liberagdo dos fatores relaxantes derivados do endotélio
(FRDEs), como o0 NO ou a prostaciclinas ( DUSTING; MONCADA; VANE, 1977). O NO
ativa a guanilil ciclase soltuvel, que produz o monofosfato de guanosina ciclico (GMPc), e
este aumento da concentracdo de GMPc ativa a proteina quinase G (PKG). Ja na ligacdo das
prostaciclinas (PGI2) ao seu receptor, ativara a ciclase de Adenil (AC), levando a formagéo
do monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), o qual ativa a proteina quinase A (PKA), e em
concentracdes elevadas ativa a PKG. O resultado final destes mecanismos € a ativacdo dos
canais de K* por essas quinases, e esta hiperpolarizacdo diminuird o influxo de Ca®* ,
diminuindo sua concentragdo, fosforilagdo da miosina e por fim da contragdo (REMBOLD,
1996).

Através do acoplamento farmacomecanico podemos ter o aumento da atuacdo da
enzima Ca®* -ATPase no reticulo sarcoplasmatico ou na membrana plasmatica, pela
fosforilacdo através da PKG e/ou PKA, ocasionado aumento do sequestro e saida de Ca*",
reduzindo assim sua concentracdo intracelular. Pode também ocorrer diminuicdo da formacéo
de IP3; e consequente diminuicdo da liberacdo do calcio nos estoques intracelulares. Outra
forma é acontecer reducdo da concentracdo de Ca®* via GMPc/PKG ou AMPC/PKA por
diminuir indiretamente o influxo de Ca®". E ainda poderé diminuir a concentracdo de Ca®* por
ativar o trocador de Na'/ Ca®* na membrana plasmatica (BLAUSTEIN, 1989).

1.7 Regulagéo do ténus vascular

O controle do tdnus vascular é de extrema relevancia para varios pProcessos
fisiolégicos, como o da regulacdo da pressdo sanguinea e distribuicdo do fluxo, através dos
processos de contracdo e relaxamento do musculo liso. Alteracfes nesses processos sao
geralmente associadas com vérias doencas, e uma das mais citadas alteracGes € o aumento na
tensdo adrtica que tem causado problemas como: aterosclerose (DART et al., 1991), varios
fatores de risco como hipertensdo (DZAU E SAFAR, 1988;HEINTS et al, 1993) diabetes
(LIU E FUNG, 1992; AIRAKSINEN et al., 1993;SALOMMA et al., 1995), hiperlipidemia
(LEHMANN et al., 1992).

Esta regulacdo € um importante fator para controle da hipertensao, e o responsavel por
este comando € o endotélio. Ele é formado por células epiteliais, compondo a camada mais

intima dos vasos sanguineos, tendo contato direto com a corrente sanguinea. O endotélio
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detecta estimulos mecanicos (shear stress) e hormonais, e em resposta tem a capacidade de
produzir e secretar varias substancias vasodilatadoras e inflamatorias, dentre elas o Oxido
nitrico (NO), as prostaciclinas (PGl,) e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF)
(ZANESCO e ANTUNES, 2005). E entre as substancias vasoconstritoras, cita-se a
endotelina-1, angiotensina Il, o tromboxano A; e espécies reativas de oxigénio. Além dessas
funcbes o endotélio participa da angiogénese, do equilibrio dos fluidos e da permeabilidade
vascular (ENDEMANN e SCHIFFRIN, 2004; YASUNAGA et al., 2014).

Em resposta ao constante estresse de cisalhamento do sangue com as paredes dos
vasos, normalmente as células endoteliais liberam basalmente NO, modulando,
consequentemente, a todo 0 momento o processo de contracdo da musculatura lisa vascular
(RUBANY et al., 1986). No entanto, em momentos de subita diminui¢cdo da enzima NO
sintase (NOS) endotelial, é possivel identificar um aumento do tébnus miogénico ou da acdo de
agentes vasoconstritores no musculo liso vascular, aumentando assim a contracao, observado
tanto in vitro quanto in vivo (REES et al., 1989). O relaxamento da musculatura lisa vascular
atraves do NO esta diretamente relacionado a estimulacdo da enzima guanilil ciclase soluvel,
e consequentemente, crescimento da producdo GMPc ( FLEMING e BUSSE, 1999). Este,
prontamente estimula a quinase dependente de GMPc (PKG), a qual através de inimeros
mecanismos promove relaxamento da musculatura lisa dos vasos. Além disso, a PKG podera
ativar os canais de K* levando a uma hiperpolarizagdo ou ainda, promover a saida de Ca **
intracelular, gerando uma vasodilatacdo. O envolvimento neste processo é tdo complexo da
PKG que a mesma, de semelhante modo, pode diminuir a sensibilidade da maquinaria
contrétil ao Ca **, e reduzir a contracdo muscular (RAPOPORT E MURAD, 1983).

Outra substancia capaz de relaxar o musculo liso vascular, produzida no endotélio, é a
prostaciclinas (PGIy). Ela é formada a partir do &cido araquidénico, e catalisada pela PGl,
sintase (BOS et al., 2004). A atividade desta é mediada através da ativacdo da adenilato
ciclase, e consequente aumento do AMPc e ativacdo da proteina quinase A (PKA)
(MONCADA e VANE,1979; TATESON et al., ).

Além do NO e das prostaciclinas, o endotélio ainda produz uma terceira substancia
relaxante que produz hiperpolarizagdo do mdasculo liso vascular. Mesmo exercendo
importante fungdo fisiologica no controle do tonus vascular, sua identidade quimica é
desconhecida, porém, sabe-se que é resistente as inibidores da NOS e da cicloxigenase
(COX). O fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) tem seu mecanismo
desenvolvido via ativacdo de canais para potassio e/ou através da ativacdo das juncOes

comunicantes entre as células endoteliais, o que levara o vasorrelaxamento (RICHARD e
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COHEN, 2005). Porem o relaxamento endotelial ligado ao EDHF é evitado pelo uso de
inibidores da Na'/K*-ATPase, do bario ou ainda a remocdo do endotélio (Figura 5)
(SCOTLAND et al, 2005).
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Figura 5. Fatores relaxantes produzidos pelo endotélio vascular. Via da prostaciclinas (PGl,), via da
producéo do 6xido nitrico (NO) pela enzima eNOS e a via do fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(EDHF). PG, é formada a partir do acido araquiddnico (AA) pela agdo da ciclooxigenase (COX) no endotélio,
promovendo o relaxamento da célula muscular lisa adjacente via aumento do AMPc. O estimulo das células
endoteliais , com acetilcolina (ACh) e outros agentes resulta na formagdo e na liberacdo do fator relaxante
derivados do endotélio como o 6xido nitrico (NO). O NO estimula a guanilil ciclase (GC) promovendo um
aumento do GMPc no musculo liso vascular para produzir o relaxamento. A via EDHF poderé ativar os canais
de K* levando a uma hiperpolarizagdo ou ainda, promover a saida de Ca 2* intracelular, gerando uma
vasodilatagdo. (Adaptado de STANKEVICIUS et al., 2003).

1.8 Justificativa e Relevancia

Nos ultimos tempos o interesse pelas plantas medicinais como fonte de tratamento tem
tido uma ressignificacdo por diversos fatores, como: a preferéncia por terapias naturais, a

preocupacdo com efeitos colaterais das drogas sintetizadas, alto custo das drogas sintéticas,
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falta de acesso pela populacdo mais carente e ainda um resgate das praticas populares
(CALIXTO, 2000).

No entanto, o uso das plantas medicinais vem a cada dia sendo explorado no tocante a
sua atividade farmacoldgica, para que se consolide em comprovagdes cientificas e seu uso
seja de forma segura (MENDELSON E BALICK, 1995). Pois ainda temos inumeras plantas
usadas como forma terapéutica, cuja eficicia e seguranca ainda ndo foram comprovadas
(SOARES, 2008). Grande parte das pessoas que utilizam as plantas medicinais relatam
intervencdo no nivel primario da saude e ainda para tratar doencas agudas e cronicas, dentre
as quais a hipertenséo.

Ha& poucos estudo sobre a atividade da Lippia alba no sistema cardiovascular. O que se
sabe até o0 momento é que em alguns estudos relataram atividade vasorrelaxante atribuidos a
potentes compostos, que foram isolados a partir da Lippia alba, como os verbascosideos e
isoverbascosideos, os glicosideos de apigenina (citrus bioflavondide) e ainda a luteolina (
HENNEBELLE et al., 2008). Em outros estudos avaliou-se o efeito da Lippia alba sobre a
hipertensdo, observou-se que o extrato da mesma reduziu a frequéncia cardiaca em coracdo
isolado de rato, porém sem mudanca da sua forca contratil ( GAZOLA et al., 2004).
Entretanto ainda ndo temos a elucidacdo pela farmacologia experimental do uso da Lippia
alba e seus constituintes citral e do limoneno como agentes envolvidos na regulacdo da
contragdo da musculatura lisa vascular e consequentemente auxiliar na regulacdo dos
mecanismos de controle da pressdo arterial.

Sendo assim, o estudo do Oleo essencial da Lippia alba (OELa) e dos seus
componentes, citral e limoneno, é de extrema importancia para que possamos elucidar a sua
verdadeira acdo no musculo liso vascular, estrutura esta, importante na fisiopatologia das
doencas cardiovasculares, como a hipertensdo. Além disso, é relevante realizarmos o resgate
da cultura medicinal popular, visto ser uma planta largamente utilizada pela populacdo, como

base para busca de elucidacgéo cientifica, valorizando assim a pesquisa com produtos naturais.
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OBJETIVOS




2. Objetivos
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2.1 Objetivo geral

Investigar o efeitos do OELa e seus componentes majoritarios, citral e limoneno, sobre a

contratilidade da musculatura lisa de aorta toracica em ratos.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito do OELa sobre o tdnus intrinseco da musculatura lisa da aorta

de rato;

Investigar 0 mecanismo de acdo farmacologica do OELa e dos seus
constituintes citral e limoneno nos pardmetros contrateis do acoplamento

eletromecénico e farmacomecanico da contracdo muscular lisa da aorta de rato;

Verificar a participacdo do endotélio vascular no efeito vasorrelaxante do

OELa e seus componentes citral e limoneno em aorta isolada de rato;

Avaliar a acdo do OELa , do citral e do limoneno sobre a via que promovem
sensibilidade aos canais de calcio das proteinas contrateis do musculo liso de
aorta de rato;

Avaliar a agdo do OELa , do citral e do limoneno sobre a via da proteina Rho

quinase;
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3. Metodologia

3.1 Materiais

3.1.1 Sais e Farmacos

Os sais utilizados no preparo das solucGes fisioldgicas foram de grau e pureza
analitica, obtidos da companhia Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA). As concentracdes
foram expressas em milimol/litro (mM).

O cloridrato de acetilcolina (ACh), o acido etileno-bis (b-amino-etil-éter)-N,N,N’ N’-
tetracético (EGTA), a fenilefrina (FE), a nifedipina (NIF) ,0 NG-nitro-L-arginina-metil-éster
(LNAME), e 0 Y27632 foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

3.1.2 Oleo essencial de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown

O Oleo essencial extraido de uma amostra de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown foi
fornecido pelo Dr. Sergio Horta (fazenda experimental da UFC) e analisados no Laboratério
de Produtos Naturais e do Parque de Desenvolvimento Tecnologico (PADETEC) da
Universidade Federal do Ceard. Os componentes identificados como majoritarios na amostra
de OELa, o citral e o limoneno foram adquiridos da companhia Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, USA). O acompanhamento dos constituintes presentes no OELa foi realizado
através de técnicas cromatograficas, analisados na PADETEC, tendo como quantificacdo dos
principais constituintes: 75,92% de citral [geranial (41.81%) e neral (34.11%)], 9,85% de 1-
limoneno, 8,92% de carvona, 2,05% de gamma-terpineno e 1,02% de 1-methyl-3-(1-
methylethyl) (1.02%).

3.1.3 Solugdes

A solucdo nutridora utilizada de Tyrode modificada (TM ou Tyrode) apresenta a
seguinte composicdo em mM: 136,0 NaCl; 5,0 KCI; 0,98 MgCl,; 0,36 NaH,PO,4; 11,9
NaHCOgs; 2,0 CaCl, e 55 Glicose. Esta solugédo nutritiva foi mantida sob aeragdo por
borbulhamento de ar constante, a temperatura de 37° C e pH ajustado para 7,4 através de HCI
1M e/ou NaOH (1M).
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O OELa, o citral e o limoneno foram preparados na forma de solugdo, diluidos
diretamente em Tyrode e tween. O L-NAME e o Y27632 foram dissolvidos em agua
destilada. Todas as solugdes estoques foram armazenadas a -4 °C para posterior utilizacao.

A administracdo do OELa, citral e limoneno, bem como de todas as substancias foram
realizadas de forma hiperténica, observando os volumes especificos adicionados diretamente
ao banho, com a finalidade de atingir as concentracdes finais esperadas dentro da camara de
banho de 6rgéo isolado.

A solucdo isenta de célcio ou “zero calcio” (0Ca®*) foi produzida com a omisséo do
CaCl; da solucao de Tyrode e adicao de 0,2 mM de EGTA.

3.1.4 Animais

Os animais utilizados neste trabalho foram ratos (Rattus norvegicus) albinos machos,
variedade Wistar, pesando entre 200-300 gramas, provenientes do Biotério Central da
Universidade Regional do Cariri- URCA. Os mesmos foram mantidos sob condigdes
constantes de umidade e temperatura de 23 + 2° C, em ciclo claro/escuro de doze horas, com
acesso a agua e racao ad libitum, tratados de acordo com as recomendaces de manuseio
bioético do Guia Internacional de Principios para Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais,
Suiga, e do livro “Principios éticos na experimenta¢do animal” do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), Brasil. Os protocolos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da Universidade Regional do Cariri -
URCA, registrado sob o0 nimero de protocolo: 00084/2014.2.

3.2 Métodos

3.2.1 Procedimento para isolamento da aorta toracica de rato

Os animais foram sacrificados por decaptacédo, pesados, e logo em seguida dissecados,
promovendo a abertura da regido cervical-toracica, remocdo dos pulmdes e coracdo para a
exposicdo do seguimento tordcico da aorta que foi isolada e cuidadosamente removida. A
aorta toracica foi, entdo, transferida para uma placa de Petri contendo solu¢do nutridora
Tyrode, onde foi realizada toda limpeza, eliminando tecidos anexos e logo apos seccionada

em segmentos transversos circulares medindo ente 4-5mm de comprimento. Para
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determinados experimentos, o endotélio foi removido através de uma leve raspagem das

paredes internas de cada segmento de aorta.

3.2.2 Medidas da atividade contratil da aorta

Os segmentos de aorta foram montados, cada um por vez, em banho de 6rgdo isolado,
com capacidade para 10 ml da solucdo nutridora Tyrode, mantidos sob continua aeragdo por
borbulhamento de ar, temperatura de 37°C e pH 7,4. As medidas da atividade contratil do
tecido foram mensuradas passando duas hastes metalicas atraves do Iimen dos anéis de aorta,
sendo: uma haste fixa do equipamento, e outra haste, movel, conectada, verticalemente, a um
transdutor de forca (TRI, modelo 210, Panlab, Spain), o qual permitia captar a medida de
tensdo isométrica produzida pelos anéis de aorta, sendo transformadas em sinais elétricos. O
tansdutor estava conectado a um amplificador diferencial (DATAQ, modelo PM-1000, USA),
e este a entrada de uma placa conversora analdgica digital (DATAQ DI-200) instalada em um
computador, cujos dados coletados foram convertidos em tragados e armazenados em
arquivos através do software WINDAQ (DATAQ Instrumentos, Inc. USA), para analise
posterior (Figura 6). Depois da montagem da preparacdo, os anéis de aorta isolados foram
submetidos a uma tensdo de 19, reajustado quando necessario, e mantido por um periodo de 1
hora, com a finalidade de adaptacdo do tecido as novas condi¢Ges. Nesse periodo realizou-se
renovagdo da solugdo nutridora a cada 15 minutos. Chegando ao final da estabilizacéo,

considerou-se que a preparacao alcangou seu ténus basal de repouso.
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Figura 6. Esquema ilustrativo do equipamento utilizado para medir a resposta mecanica do masculo liso.
Em 01: Banho de 6rgdo isolado (acondiciona o tecido nas condigdes fisiolGgicas ideais para o desenvolvimento
do experimento); 02: transdutor (transmissdo da resposta mecanica do tecido para o amplificador); 03:
amplificador do sinal; 04: computador- responsavel por converter os dados coletados em tracados digitais e
armazené-los em arquivos através do software WINDAQ. FONTE: SILVA, 2015.

3.2.3 Protocolos experimentais

Apbs o periodo de estabilizacdo todos os protocolos iniciaram com duas contracfes
subsequentes, com intervalo de 30 minutos, reproduzidas pela adicdo de 60 mM de KCI
(K60),de modo hipertdnico, administrados em todos os anéis de aorta estudados. Esta
manobra teve a finalidade de avaliar a viabilidade da preparacao e a capacidade contréatil dos
anéis de aorta isolados. Apos a contracdo induzida pelo K60 atingir valores estaveis, um platd,
a resposta maxima obtida foi considerada a contracdo maxima do anel. Apenas 0s
experimentos com contragdes reproduziveis foram considerados viaveis para as Sseries
experimentais

Posterior a estabilizacdo seguida do K60, verificou-se a integridade funcional do
endotélio através do relaxamento provocado por Ach (10 uM) sobre contragdes induzidas por
FE (0,1uM). Os anéis eram considerados com endotélio integro quando apresentavam
relaxamento maior que 70% da contracdo, e caso fosse inferior ou igual a 10% era

considerado sem endotélio. Apos este procedimento, os anéis de aorta eram lavados com a
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solucdo nutridora, Tyrode, e novamente esperado um periodo de estabilizacdo em tenséo basal
antes da realizacdo dos protocolos experimentais.

Todos os experimentos foram realizados sempre com a existéncia de uma preparagao
controle e experimental, a qual foi submetida as mesmas situacfes e aos mesmos protocolos
experimentais. As preparacfes controle receberam somente o veiculo, Tween, diluido em

solugéo de Tyrode, nas mesmas proporgdes utilizadas nas preparagdes experimentais.

3.2.3.1 Avaliagdo do efeito do OELa sobre o ténus intrinseco da aorta isolada de rato

Para avaliar o efeito do OELa sobre o tbnus muscular espontdneo da aorta,
administrou-se concentragcfes crescentes e cumulativas do OELa (1, 3,10,30,100,300,600 e

1000 pg/ml) em anéis de aorta, sobre tensdo basal de 1g.
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Figura 7. Esquema ilustrativo da avaliacdo do efeito do OELa sobre o tdnus intrinseco da aorta isolada de rato.
TM= Tyrode modificado.

3.2.3.2 Efeito do OELa , citral e limoneno sobre contragio induzida por K* em aorta isolada

de rato

Para avaliar o efeito relaxante na contracdo do mdsculo liso que ocorre pelo
acoplamento eletromecanico, foram administradas concentracfes crescentes e cumulativas do
OELa (1, 3, 10, 30, 100, 300, 600 e 1000ug/ml), do citral (1, 3, 10, 30, 100, 300, 600 e
1000uM), e do limoneno (1, 3, 10, 30, 100, 300, 600, 1000 e 3000uM), em preparacOes de

aorta com e sem endotélio, sobre o tbnus vascular estavel induzido por K60 em anéis de aorta.
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Figura 8. Esquema ilustrativo da avaliagdo do efeito do OELa , citral e limoneno sobre contragdo induzida por
K*em aorta isolada de rato. TM=Tyrode Modificado.

3.2.3.3 Efeito do OELa , citral e limoneno sobre contracfes induzidas e sustentadas por

fenilefrina em aorta isolada de rato

Para testar o efeito do OELAa, citral e limoneno sobre o acoplamento farmacomecanico,
essas substéncias foram administradas cumulativamente (1-1000pg/ml para o OELA, de 1-
1000uM para citral, e de 1-3000uM para o limoneno) sobre o tdnus vascular estavel induzido
por fenilefrina (0,1 uM) em anéis de aorta isolada de rato com e sem endotélio.
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Figura 9. Esquema ilustrativo da avaliacdo do efeito do OELa , citral e limoneno sobre contra¢des induzidas e

sustentadas por fenilefrina em aorta isolada de rato. TM=Tyrode Modificado.

3.2.3.4 Influéncia do endotélio

Par avaliar a influéncia dos mediadores do endotélio, as preparagdes foram pré-
incubadas com o inibidor da enzima 6xido nitrico sintase, L-NAME (100uM, n=6) ou
indometacina, bloqueador ndo seletivo das cicloxigenase (100uM, n=6). As preparacdes de

aorta com endotélio preservado foram expostas durante 20 minutos ao L-NAME (100uM), e
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em seguida uma nova contracdo com FE (0,1uM) era obtida. Nestas condicdes, foram
adicionados sobre o platd de contracdo da FE (0,1puM) OEla (1-1000 pg/ml), citral (1-
1000pM) ou limoneno (1-3000uM).

OELa/ Citra/ Limoneno

L-NAME/
D-DO“IT'XCDA ﬂﬂﬂﬂﬂ ﬂﬂﬂ ™
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Figura 10. Esquema ilustrativo da avalia¢éo da influéncia do endotélio. TM=Tyrode Modificado.

3.2.3.5 Efeito inibitério do OELa, do citral e do limoneno sobre contragfes induzidas por
BaC|2

Neste protocolo foi avaliado o efeito inibitério do OELa, do citral e do limoneno em
contracdes induzidas pelo fon Ba®* , nas preparacdes de anéis de aorta, despolarizados por
potassio (K80mM) em solucéo livre de Ca*". Logo apés verificar a viabilidade do tecido, a
preparacdo foi mantida em solucdo de Tyrode livre de calcio (0Ca®*) na presenca de alta
concentracdo de potassio (K80mM) e EGTA (1mM), afim de reduzir o calcio extracelular.

Em seguida, o OELA (1000ug/ml), citral (1000uM) e limoneno (1000uM), ou apenas
o0 controle, foram adicionados a preparacgéo, e seus efeitos expressos em curvas cumulativas
concentracdo-resposta de BaCl, (0,1-30 mM) foi avaliada. Também foi incluido na curva a
nifedipina (1uM), um bloqueador de canais de dihidropiridina, como controle positivo, sendo
adicionada no lugar do veiculo e depois de 10 min, sendo realizada curva cumulativa

concentragdo-resposta de BaCl,.
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Figura 11. Esquema ilustrativo da avaliacdo do efeito inibitdrio do OELa, do citral e do limoneno sobre

contrag@es induzidas por BaCl,



45

3.2.3.6 Efeito sobre a via da proteina Rho

Com a finalidade de avaliar a atuacdo do OELa, do citral e do limoneno pela via da
Rho cinase, foi promovida uma contracdo sustentada por uma solucdo isotonica de KCI
(K80), e sobre este platd de contragcdo, administrou-se 0 Y27632 (1uM), um inibidor da Rho
cinase. Em experimentos similares, foram administrados o OELa (1000pug/ml), ou citral, ou o
limoneno (1000uM) sobre o platd da contracdo por K80, afim de comparar com o efeito do
Y27632.

Tﬁ E E ¥27632 / OELA, Citral, Limoneno ™ ™ ™
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Figura 12. Esquema ilustrativo da avaliagdo do efeito sobre a via da proteina Rho. TM= Tyrode modificado.

3.2.3.7 Efeito relaxante do OELa, citral e limoneno em contragfes sustentadas e induzidas
pelo BAY-K 8644 (3uM).

Neste protocolo experimental, buscou-se avaliar o efeito de concentra¢es cumulativas
de OELa, citral e limoneno, sobre contracdes sustentadas em resposta ao BAY-K 8644
(3uM), visto que 0 BAY-K 8644 facilita a abertura de canais de célcio tipo-L, em contracfes
evocadas por elevadas concentracbes de potassio. As preparacbes de aorta foram
sensibilizados com KCL (10mM), e logo apéds induzida contracdo com BAY-K 8644 (3uM),
em seguida foi realizada curva concentragdo resposta com diferentes concentragdes de OELa
(1-1000 pg/ml), citral (1-1000uM) e limoneno (1-1000uM).
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Figura 13. Esquema ilustrativo da avaliagdo do efeito relaxante do OELa, citral e limoneno em contragdes
sustentadas e induzidas pelo BAY-K 8644.

3.3 Analise estatistica

A exposicao dos resultados foi como média + E.P.M. (n), onde n representa o nimero
de experimentos realizados e o E.P.M. significa o erro padrdo da média. Para anélises
estatisticas e producdo dos gréficos utilizou-se o software Sigma Plot 11.0. Os resultados
considerados estatisticamente significantes apresentaram probabilidade de hipdtese nula
menor que 5% (p< 0,05). Foram utilizados os testes t de Student e analise de variancia (one
ou two-way ANOVA) seguidas do teste de t de Bonferroni e método Holm-Sidak de
comparacGes multiplas, quando apropriado. Para célculo da IC50 ou CE50 foi realizado
interpolacdo logaritmica, sendo considerado como a concentragdo da substancia a qual é
capaz de produzir 50% da sua inibicdo ou do seu efeito maximo, sendo os calculos realizados

para cada experimento.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Artigo 1

Atividade vasorrelaxante do éleo essencial de Lippia alba e seus
componentes majoritarios citral e limoneno em aorta isolada de rato.

R.E.S. da Silva @, L.P. de Morais ? M. R. Kerntopf?, I. R. A. Menezes ?, J.H. Leal-Cardoso”,
R. Barbosa® .

®Programa de Pds-graduacéo em Bioprospeccdo Molecular, Universidade Regional do Cariri,
Campus Pimenta, 63105-010, Crato, CE, Brasil.

Y Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas, Universidade Estadual do Ceara-UECE, 60740-
903, Fortaleza, CE, Brasil.

Resumo:

A espécie Lippia alba (Mill.) N.E.. Brown (Verbenaceae) popularmente chamada de erva-cidreira, tem seu uso
popular atribuido as suas propriedades sedativas, analgésicas e espasmolitica. Este estudo buscou avaliar o efeito
vasorrelaxante do éleo essencial de L. alba (OELa) e de seus componentes majoritarios citral e limoneno em
aorta isolada de ratos. Foram utilizadas preparagdes de anéis de aorta isoladas e mantidas em Tyrode modificado,
aerado, pH 7,4, a 37°C, para registro isométrico das contracbes musculares. OELa, citral e limoneno
promoveram relaxamento da musculatura lisa nas contragfes induzidas por potéassio (K60mM) e por fenilefrina
(0,1 uM). Os efeitos do relaxamento foram potencializados pela presenca do endotélio, visto que nas contragoes
induzidas por FE (0,1 uM) em aorta com endotélio, a CEs, foi de 352,73+ 19,39 pg/ml e 99,34+7,2uM para
OELa e citral, respectivamente; enquanto que , na presenca do bloqueador da oxido nitrico sintase, 0 L-NAME a
CEs, foi de 654,19+10,46 pg/ml e 601,66+10,92, para OELa e citral, respectivamente. Observou-se efeito oposto
para o limoneno, que na auséncia do bloqueador sua CEs, foi de 2682,7+ 19,08uM, e com L-NAME-CEs, foi de
997,5+ 80,13uM) mostrando assim que o mecanismo de agdo do limoneno é diferente das demais substancias.
OELa, citral e limoneno também foram capazes de relaxar de forma concentracdo-dependente as contragdes
induzidas e sustentadas por BAY-K 8644, um agonista de canal de célcio , sendo estatisticamente significante a
partir das concentracBes del10 pg/ml, 30 uM e 100 UM, respectivamente para cada substancia. Em 1000ug/ml de
OELa, e 1000uM de citral e limoneno, observou-se que o OELa e o limoneno relaxaram a contracdo de KCI 60
mM de forma similar ao relaxamento produzido pelo inibidor de Rho cinase, Y27632 . Diante disso observou-se
que o OELA, o citral e o limoneno apresentaram efeito vasorrelaxante em aorta isolada de ratos, o qual é
potencializado pela presenca do endotélio, e envolve a regulagéo da sensibilidade ao Ca*? do sistema contrétil do
musculo liso vascular.

Palavras-chaves: Lippia alba, éleo essencial, citral, limoneno, aorta, musculo liso
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Introducéo

A espécie Lippia alba (Mill.) N.E. Brown, pertencente a familia Verbenaceae é
encontrada em todas as areas tropicais e subtropicais da América do Sul (MARTINS et al.,
1995; PASCUAL, et al.,2001). No Brasil, popularmente chamada de “erva cidreira”, é
amplamente utilizada como calmante, analgésica, sedativa, ansiolitica, antiespasmadica e
expectorante (MATOS, 2000; MATTOS et al., 2007; HOLETEZ, et al., 2002).

Em estudo cientifico utilizando o extrato etandlico da Lippia alba, observou-se um
efeito anticonvulsivante, sedativo e miorrelaxante, sendo maior acdo de sedacdo e
relaxamento muscular no extrato que continha a maior quantidade de flavonoides (VIANA et
al., 2000, SOARES et al. 2001, ZETOLA et al., 2002). Em testes in vivo, com infusdo do
extrato de Lippia alba observou-se atividade antiulcerogénica (PASCUAL et al., 2001b),e em
testes onde utilizaram o 6leo essencial sobre o sistema nervoso evidenciou-se significativa
acdo ansiolitica e anestésica (HATANO et al., 2012, SOUSA et al., 2015).

O citral e o limoneno séo dois constituintes majoritarios encontrados na composi¢do
do 6leo essencial do género Lippia (DUDAI et al., 2005). E possivel definir o citral como um
metabolito secundério, resultante da unido de dois compostos quimicos o trans- isbmero
geranial ((E)-3,7-dimetil-2,6-octadienal) e o cis-isdmero neral ((z)-3,7-dimetil-2,6-octadienal)
(MATOS, 2000). Estudos demonstraram que o citral apresenta aces farmacoldgicas
comprovadas como: antibacteriana, antifungica e antiparasitaria, sedativa, inseticida,
desodorizante, expectorante entre outras (HEINZMANN E BARROS, 2007). Ja o
monoterpeno monociclico limoneno apresentam atividades farmacoldgicas relevantes, como
antifungico, antibacteriana, antitumoral, inseticida, repelente, acaricida. Grande parte das
acOes bioldgicas atribuidas ao limoneno deve-se a alteracdo de sua molécula para formar
compostos derivados (CARDOSO E GONCALVES, 1995).

Entretanto até 0 momento ndo ha estudos que caracterize os efeitos vasorrelaxante do
0leo essencial de Lippia alba, assim como seus constituintes majoritarios citral e limoneno. O
presente estudo tem como objetivo investigar as a¢Oes destes produtos naturais sobre aorta
isolada de ratos, o que poderd levar a sua utilizacdo no tratamento de algumas patologias,

como a hipertensao.

Materiais e métodos

- Material botanico
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O oleo essencial extraido de uma amostra de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown foi
fornecido pelo Dr. Sergio Horta (fazenda experimental da Universidade Federal do Ceara) e
analisados no Laboratério de Produtos Naturais e do Parque de Desenvolvimento Tecnol6gico
(PADETEC) da Universidade Federal do Ceard. Os principais componentes detectados na
composicao do o6leo foram citral 75,92% [geranial (41.81%) e neral (34.11%)], 1-limoneno
(9,85%), carvona (8,92%), gamma-terpineno (2.05%), benzeno, 1-methyl-3-(1-methylethyl)
(1.02%).

O acompanhamento dos constituintes presentes no 6leo essencial de Lippia alba

(OELa) foi realizado através de técnicas cromatograficas, analisados na PADETEC.

- Solucdes e drogas

A solucdo nutridora utilizada de Tyrode modificada (TM ou Tyrode) apresenta a
seguinte composicdo em mM: 136,0 NaCl; 5,0 KCI; 0,98 MgClI2; 0,36 NaH2PO4; 11,9
NaHCO3; 2,0 CaCl2 e 5,5 Glicose, mantida a temperatura de 37° C e pH ajustado para 7,4
através de HCI 1M e/ou NaOH (1M). O OELa, o citral e o limoneno foram preparados na
forma de solucdo, diluidos diretamente em Tyrode e tween, 0 Bay-K8644 diluido em dimetil
sulféxido(DMSO), nifedipina diluida em etanol, indometacina foi diluida em bicarbonato
5%, e os demais farmacos e seus estoques foram diluidos em agua destilada. A solucdo isenta
de calcio ou “zero célcio” (0Ca®") foi produzida com a omissédo do CaCl, da solugdo de
Tyrode e adicdo de 0,2 mM de EGTA. Todos os sais e reagentes utilizados foram de grau e

pureza analitica, obtidos da companhia Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA).

- Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar (Rattus norvegicus) pesando entre 200-300
gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade Regional do Cariri- URCA. Os
mesmos foram mantidos sob condic¢des constantes de umidade e temperatura de 23 + 2° C, em
ciclo claro/escuro de doze horas, com acesso a agua e racdo ad libitum, tratados de acordo-
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), Brasil. aprovados pelo Comité de
Etica em Uso de Animais (CEUA)-URCA, registrado sob o numero de protocolo:
00084/2014.2.

- Preparacao para isolamento do tecido
Os animais foram eutanasiados por decaptacdo, seguida da dissecacdo da aorta

torécica, a qual foi seccionada em segmentos transversos circulares medindo ente 4-5mm de
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comprimento. Estes foram mantidos em camara de banho de 6rgédo isolado com capacidade
para 10 ml da solucéo nutridora Tyrode, mantidos sob contina aera¢do por borbulhamento de
ar, temperatura de 37°C e pH 7,4. As medidas da atividade contratil do tecido foram
mensuradas através de uma haste conectada a um transdutor de forca (TRI, modelo 210,
Panlab, Spain), e este a um amplificador diferencial (DATAQ, modelo PM-1000, USA), com
entrada para uma placa conversora analdgica digital (DATAQ DI-200) instalada em um
computador, cujos dados coletados foram convertidos em tragados e armazenados em
arquivos através do software WINDAQ (DATAQ Instrumentos, Inc. USA). Os anéis de aorta
isolados foram submetidos a uma tensdo de 1g, e mantido por um periodo de equilibrio por 1
hora. Todos os protocolos iniciaram com duas contragcdes subsequentes, reproduzidas pela
adicdo de 60 mM de KCI (K60),de modo hipertdnico nos anéis de aorta estudados, e apos
atingir valores estaveis, um platd, a resposta maxima obtida foi considerada a contracdo
méaxima do anel. Apenas os experimentos com contracdes reproduziveis foram considerados
viaveis para as series experimentais. A integridade funcional do endotélio foi verificada
através do relaxamento provocado por ACh (10 uM) sobre contragdes induzidas por
Fenilefrina (FE) (0,1uM).

Todos os experimentos foram realizados sempre com a existéncia de uma preparacao
controle e experimental, a qual foi submetida as mesmas situacfes e aos mesmos protocolos
experimentais. As preparagdes controle receberam somente o veiculo, Tween, diluido em

solucdo de Tyrode, nas mesmas proporc¢des utilizadas nas preparacdes experimentais.

Anélise estatistica

Os dados sdo expressos como média + E.P.M. Para analises estatisticas e producao dos
graficos utilizou-se o software Sigma Plot 11.0. Os resultados considerados estatisticamente
significantes apresentaram probabilidade de hipotese nula menor que 5% (p< 0,05). Foram
utilizados os testes t de Student e analise de variancia (one ou two-way ANOVA) seguidas do
teste de t de Bonferroni e método Holm-Sidak de comparacfes multiplas, quando apropriado.
Para céalculo da CE50 foi realizado interpolacdo logaritmica, sendo considerado como a
concentracdo da substancia a qual é capaz de produzir 50% da sua inibi¢do ou do seu efeito
méaximo, sendo os calculos realizados para cada experimento, e quando ndo possivel foi

realizado a relagéo linear entre dois pontos da CE50.
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Resultados

Efeito relaxante do OELa, citral e limoneno sobre o tonus e sobre as contrag6es induzidas e

sustentadas por K* e FE em aorta isolada de rato com e sem endotélio.

Sobre o tbnus muscular intrinseco de anéis de aorta com endotélio preservado e ndo
preservado, foram adicionadas concentracdes crescentes e cumulativas (1- 1000pg/ml) de
OELa, onde ndo causou nenhum efeito relaxante ou contraturante considerado
estatisticamente significante sobre o tonus basal das preparacdes dos anéis de aorta (p>0,05,
one-way ANOVA).

Para avaliar a influéncia sobre contragdes induzidas por K* e FE, concentracdes
crescentes e cumulativas de OEla (1-1000ug/ml), citral (1-1000uM) ou limoneno (1-
3000uM), foram adicionadas as preparacGes de aorta com e sem endotélio, previamente
contraidas por KCI (60mM) ou FE (0,1uM).

Nas preparagdes previamente contraidas com KCI 60 mM na presenga de endotélio
preservado (Figura 14A), as concentracfes crescentes do OELa e o citral promoveram um
relaxamento concentracdo-dependente, onde observou-se seu efeito significativo em
concentragdes > 10pg/ml para o OELa e > 30uM para o citral. O limoneno também
apresentou efeito relaxante, sendo significativo a partir da concentracdo de 600 uM. Em
preparacdes cujo endotélio nao foi preservado, o efeito relaxante do OELa, citral e limoneno
foram a partir de 100ug/ml, 300uM e 30uM respectivamente (p< 0,05, one-way ANOVA,
seguido de Holm-Sidak) (Figura 14B) (CE50 tabela 1). Ao avaliar a CE50 das substancias na
aorta com endotélio verificamos que o OELa e citral, tem uma potencia maior no relaxamento
da musculatura lisa comparando com o limoneno e essa diferenca € estatisticamente
significante (p > 0,05, teste t de Student ndo pareado). Nos resultados da aorta sem endotélio
obtivemos uma diminui¢do do relaxamento da musculatura lisa para o OELa e citral, que foi
estatisticamente significante (p > 0,05, teste t de Student ndo pareado - tabela 1) e um
aumento do relaxamento da musculatura lisa para o limoneno (p > 0,05, teste t de Student ndo
pareado- tabela 1), indicando que OELa e o citral possam estar agindo através de mediadores
endoteliais como NO e a cicloxigenase, potencializando o relaxamento da musculatura, os
resultados demonstram ainda que o limoneno teve um efeito oposto, aumentando a contracao
na presenca do endotélio, demonstrando que ele tem uma acao oposta a do OELa e do citral

sobre o endotélio.
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Nas preparacdes previamente contraidas com FE (0,1uM), as substancias foram
também capazes de relaxar de forma concentra¢do-dependente (p<0,001, one-way ANOVA)
as preparacOes de aorta. Em preparacdes de aorta com endotélio (Figura 14C), a adi¢do do
OELa e do citral provocou relaxamento total, sendo estatisticamente significante a partir das
concentracdes de 300ug/ml e 30uM, respectivamente. O limoneno apresentou duas respostas
distintas, conhecido como efeito bifasico. Nas concentragdes de 100, 300 e 600 uM o
limoneno potencializou a contragdo provocada pela FE, no entanto apresentou efeito
relaxante, que foi estatisticamente significante a partir a partir da concentracdo de 1000 uM (p
<0,05, one way ANOVA, seguido de Holm-Sidak). Os valores da CE50 para o OELAa, citral e
limoneno estdo demonstrados na tabela 1.

Em aorta sem endotélio (Figura 14D), o efeito do OELa e do citral foi estatisticamente
significante a partir das doses de 30 pg/ml e 100 UM, respectivamente. Nas preparacdes
experimentais com limoneno, também se observou dois efeitos, sendo a contracdo da FE
potencializada nas concentra¢es de 30, 100 e 300 uM , e efeito relaxante estatisticamente
significante apenas na dose de 3000 UM, cujo contracdo provocada pela FE foi totalmente
bloqueada. O valor da CE 50 para o limoneno foi de 1680,20 uM (figura 14D) (Tabela 1).
Tabela 1

Valores de CEsg do efeito relaxante do OELa, citral e limoneno em anéis de aorta de rato

Substancia Aorta E+ Aorta E-
KCIH+OELa 83,30+ 9,78pg/mL 356,20 +£43,71pg/ml ***
KCl+Citral 110,80 £8,04 pM 487,2£39.45nM ***
KCl+Limoneno 866,91+35,50 pM 309,27 £53,83puM ***
FE+OELa 352,73+ 19,39 pg/ml 566,06+ 38,31 nug/ml ***
FE+Citral 99,34+7,2uM 914,94+49,73pM ***
FE+Limoneno 2682,7+19,08nM 1680,20 pM **=*

NOTA: No relaxamento provocado por limoneno em aorta E-, na presenca de FE, a curva sigmoide ndo
conseguiu expressar 0 E.P.M. OELa, citral e limoneno. Os valores estdo expressos como média + E.P.M.; n= 6
representa o nimero de experimentos. ***p<0,001.
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Figura 14: Efeito relaxante do OELa, citral e limoneno sobre contragdo mantida por potéssio e fenilefrina
em aorta isolada de rato. (A) Grafico representativo do efeito relaxante do OELa, citral e limoneno sobre a
contragcdo mantida por KCI (60mM) em aorta isolada com endotélio preservado (E+) e (B) sem o endotélio
preservado (E-); (C) Efeito relaxante do OELa, citral e limoneno sobre contracdo mantida por FE [0,1uM] em
aorta isolada de rato com endotélio preservado (E+) e (D) sem o endotélio preservado (E-). Os valores estdo
expressos como média + E.P.M.; n representa o nimero de experimentos. (p<0,05, one-way ANOVA seguido de
Holm-Sidak).

Estudo da influéncia do endotélio sobre o relaxamento produzido pelo OELa, citral e

limoneno

Para avaliar a influéncia dos mediadores do endotélio nesse efeito, as preparacoes
foram pré-incubadas com o inibidor de 6xido nitrico sintase, L-NAME (100uM, n=6) ou
indometacina, bloqueador nédo seletivo das cicloxigenases (L00uM). Nas preparagdes de aorta
com endotélio preservado, foram expostas durante 20 minutos ao L-NAME (100pM), e em
seguida uma nova contragdo com FE (0,1uM) era obtida. Nestas condicGes, foram
adicionados sobre o platd de contracdo da FE (0,1uM) OEla (1-1000 pg/ml), citral (1-
1000uM) ou limoneno (1-3000uM), sendo o efeito significante a partir de 600 pg/ml para o
OELa, 100 uM para o citral e 300uM para o limoneno e estes relaxaram a contracdo das
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preparacdes de forma dependente de concentracdo (CEsg tabela 2) (Figura 15A, 15B e 15C).

Porém, nas preparacOes pré-incubadas com indometacina, o efeito tornou-se significante a

partir da concentracdo de 30upg/ml para o OELa, 300uM para o citral e 30 pM para o
limoneno (p <0,05, one way ANOVA, seguido de Holm-Sidak) (CEs tabela 2) (Figura 15 D,

E e F). Esses dados sugerem que a potencializacdo do relaxamento da musculatura lisa

envolve os fatores derivados do endotélio.
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Figura 15: Relaxamento produzido pelo OELa, citral e limoneno em preparac¢es com FE (0,1uM). (A) (B)
(C) Gréficos representativos do OELa , citral e limoneno, respectivamente com endotélio (E+) , sem endotélio
(E-) e com endotélio pré-incubado com L-NAME; (D), (E), (F) Graficos representativos do OELa , citral e
limoneno, respectivamente com endotélio preservado (E+) , sem endotélio preservado (E-) e com endotélio pré-
incubado com Indometacina. Os valores estdo expressos como média + E.P.M.; (p<0,05, one-way ANOVA

seguido de Holm-Sidak).
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Tabela 2

Valores de CEsg do efeito relaxante do OELa, citral e limoneno em anéis de aorta de rato em
contracgdes induzidas por FE (0,1 M) na presenca de L-NAME e Indometacina

Substancia FE (E+) L-NAME Indometacina
OELa 352,73+£19,39 pug/ml 654,19+10,46 png/ml 264,48+11,87 pg/ml
Citral 99,34+7,2uM 601,66+10,92 nM 503,60£30,10 pM

2682,7+19,08uM 997,5+80,13pM 230,64+10,63 pM

Limoneno

Nota; E+, aorta com endotélio intacto. Os valores estdo expressos como média = E.P.M.; n =6 ,representa o
namero de experimentos. (p<0,05, one-way ANOVA seguido de Holm-Sidak).

Avaliacdo da participacdo dos canais de calcio e da Rho cinase no relaxamento produzido

pelo OELa, citral e limoneno em aorta isolada de rato

Em experimentos onde os anéis de aorta foram mantidos despolarizados em meio livre
do ion célcio na presenca de [K'] 80mM, a adi¢do de concentracdes cumulativas de BaCl,
induzem contracbes de forma concentragdo dependente (Figura 16A). Essas contragdes
atingiram valor maior maximo na concentracdo de 30mM de BaCl,. Nas preparagdes pré-
incubadas com 1000pg/ml de OELa e 1000 uM de citral, ndo foi observada contragéo
significativa, comportamento este similar ao da nifedipina (1tM), um blogueador de canal de
calcio dependente de voltagem, o qual apresentou contracdo nao significante estatisticamente,
na concentracdo de 30 mM de BaCl,. Porém, nas preparacdes pré-incubadas com 1000 uM de
limoneno, a adicdo de BaCl, nas preparagdes induziram contra¢Ges de forma concentragao-
dependente (Figura 16A) (p > 0,05, one-way ANOVA seguido de Holm-Sidak). Para
confirmar esta série experimental, adicionou-se sobre as preparacGes de aorta, de forma

cumulativa o OELa, citral e limoneno, e estes, causaram efeito relaxante de forma
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concentracdo-dependente sobre contracfes induzidas e sustentadas por BAY-K 8644 (3uM,
n=6), um agonista de canal de célcio, e sensibilizadas por [K+] 10 mM. O efeito tornou-se
significante a partir de [OELa] > 10 ug/ml, [citral] > 30 uM e [limoneno] > 100 uM (p< 0,05,
one-way ANOVA e teste t de Bonferroni, Figura 16B).

Para avaliar a acdo do OELa e seus constituintes sobre a proteina Rho cinase,
adicionou-se as preparagdes o inibidor desta, 0 composto Y27632 (1uM), e este relaxou as
preparacdes de aorta isolada de ratos, submetidas a uma contracdo evocada de KCI (80mM)
para 3,01 = %, de forma estatisticamente significante (p< 0,001, teste t de Student pareado).
Nas preparagdes onde ocorreu a adicdo de 1000ug/ml de OEla, e 1000 de citral e limoneno,
sobre o platd da contracdo produzida por KCI (80mM),e também verificou-se relaxamento
para 11,73+3,17 %, 41,55+4,81 % e 1,83+0,92 % do controle, respectivamente (Figura 16C).
N&o se verificou diferencas estatisticas entre o relaxamento provocado pelo composto Y27632

e aquele provocado pelo OELa ou por limoneno( p> 0,05, teste t de Student ndo pareado).
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Figura 16. Avaliacao da participagédo dos canais de calcio e da Rho cinase no relaxamento produzido pelo
OELAa, citral e limoneno em aorta isolada de rato. (A) Efeito do OELa (1000ug/ml, n=6), citral e limoneno
(1000 uM ) em contra¢des evocadas por BaCl, exdgeno, Nifedipina (1 uM) foi usado como controle positivo.
(B) Efeito do OELa, citral e limoneno sobre contracGes evocadas por BAY-K 8644, um agonista de canal de
calcio (3uM). Os valores estdo expressos como média + E.P.M.; n=6 (p<0,05, one-way ANOVA seguido de
Holm-Sidak. (C) Efeito relaxante do Y27632 (1uM), OELa (1000ug/ml) e de citral e limoneno (1000 uM) sobre
o0 platé de contragdo em aorta isolada de rato induzida KCI 80 pM. Os valores estdo expressos como média +
E.P.M., e n representa o nimero de experimentos. . ***p < 0,001; *p < 0,005; Y27632, OEla, citral ou limoneno
vc. KCI 80mM (teste t de Student ndo pareado).

Discussao

No presente estudo observou-se que OELa ndo alterou o tdnus vascular e em

contragcdes da musculatura lisa da aorta induzidas por potassio ou fenilefrina tanto o OELa,
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guanto seus componentes majoritarios citral e limoneno, promoveram relaxamento. Verificou-
se que tanto para o OELa quanto para o Citral, o relaxamento da musculatura lisa €
potencializado pelo endotélio, uma vez que na auséncia dele hd uma redugdo do relaxamento.
Entretanto, o limoneno apresenta um perfil diferente, o relaxamento é potencializado na
auséncia do endoteélio das artérias isoladas de ratos.

Esses dados nos levou a investigar por qual via endotelial OELAa, citral e limoneno tem
a sua acdo sobre a musculatura lisa da aorta. Verificamos que para o OELa e Citral
predomina sobre a via do NO, pois ao bloquear a formacdo do NO, através do L-NAME, o
relaxamento foi menor comparando com a via das prostaciclinas, que foi bloqueada pela
indometacina. Esses dados corroboram com os dados da literatura, onde foi visto que éleos
essenciais e outas substdncias naturais como metil-eugenol, 1,8-cineol e a-terpineol
promovem uma maior relaxamento da musculatura lisa da aorta pela ativacdo da via NO
endotelial (LAHLOU et al., 2002; MAGALHAES et al., 2008; PINTO et al., 2009). Enquanto
que para o limoneno, o relaxamento é potencializado na auséncia dos fatores derivados do
endotélio, NO e prostaciclinas.

Outra evidéncia avaliada foi o influxo de Ca2+ através dos canais catidnicos operados
por voltagem (CCOVSs), mecanismo compartilhado pelos acoplamentos eletromecéanico e
farmacomecanico, esperando assim que houvesse bloqueio destes canais. Fato este observado
com o OELa e o citral que inibiram contragdes provocadas por BaCl,, tanto quanto o controle
positivo, nifedipina. Os efeitos relaxantes mediados pelo OELa, citral e limoneno foram
reversiveis com a lavagem, demonstrando assim nao ser toxico.

Na homeostase do organismo, o ténus do mdusculo liso vascular é de grande
importancia, pois varias patologias podem estar relacionadas com modificagdes no tobnus
muscular, como por exemplo, a hipertensdo arterial, a aterosclerose, insuficiéncia cardiaca e
ainda a isquemia (PEREZ-VIZCAINO; DUARTE, 2010). Em alguns estudos foi possivel
revelar efeito contraturante de alguns 6leos essenciais e seus constituintes, como o terpineno-
4-ol, sobre o ténus basal, efeito este relacionado a probabilidade de algumas substéancias
interferirem no armazenamento de Ca™ do reticulo sarcoplasmatico (HISAYAMA e
TAKAYANAGI, 1986; CAMARA et al., 2003; PEIXOTO-NEVES, 2010; PINHO-DA-
SILVA etal., 2010).

Nesse estudo investigamos o efeito do OELa sobre os anéis adrticos com e sem
endotélio, em condicdes de repouso ndo houve alteracdo estatisticamente significante,

mostrando assim que o OELa ndo modifica o tonus basal de aorta isolada de rato. Este fato é
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de suma importancia para nosso estudo, visto que a resisténcia ao fluxo sanguineo na
circulacao € regulado principalmente pelo ténus vascular (SANTOS et al., 2007).

Sabe-se que as células da musculatura lisa sofrem despolarizacdo pela presenca de
potassio, observa-se que ocorre ativacdo dos canais de calcio operados por voltagem (CCOV),
e a abertura destes culmina influxo de célcio através da membrana, resultando no aumento da
concentracdo de calcio no meio intracelular, levando assim a contragdo muscular
(SOMLYO;SOMLYO, 1968; BOLTON et al., 1999). Nesse estudo observamos que o OELa,
o citral e o limoneno provocaram efeito relaxante sobre contragdes induzidas por KCI (60
mM) . Os valores de CEs, foram distintos entre as substancias, verificou-se que o OELa é
mais potente do que seus constituintes. Observou-se ainda que o efeito do relaxamento
muscular pelas trés substancias OELa, citral e limoneno tem uma reducdo da CEsp na
presenca do endotélio e ao contrario com a remocao do endotélio aumentou a CEsp mas ando
alterou o efeito maximo destes. Sugerindo assim, que OELa, o citral e o limoneno estdo
agindo através de um mecanismo miogénico que € potencializado pelas substancias que sdo
liberadas do endotélio, como a cicloxigenase e o NO.

Outra evidéncia do relaxamento provocado pelo OELa, citral e limoneno, foi que as
trés substancias foram capazes de induzir o relaxamento em contra¢Ges induzidas por
fenilefrina. Neste tipo, a contracdo ocorre através da ligagdo do agonista (FE) ao seu receptor,
promovendo uma cascata de segundo mensageiro (COTECCHIA, 2010). Esta cascata de
segundo mensageiro provoca uma liberacéo de célcio dos estoques intracelulares, o que eleva
a sensibilidade do aparato contratil a concentracdo de calcio intracelular e um influxo de
calcio extracelular, levando assim a uma contracdo. Sobre este platd de contragdo induzido
pela FE (0,1uM), o OELa, o citral e o limoneno induziram vasorrelaxamento nos anéis de
aorta. Na andlise deste efeito relaxante em anéis de aorta sem endotélio preservado, pré-
contraidas com FE, concluiu-se que o OELa foi a substancia com menor CEsg (566,06 pg/ml),
o citral foi a segunda substancia com menor CEsy (914,94 uM). J& o limoneno foi a que
apresentou maior CEsy (1680,20 uM) sendo aproximadamente trés vezes maior que o OELa.
Considerando relatos na literatura, e devido ao fato da CEsy do OELa ser a menor, pode esta
ocorrendo sinergismo entre os constituintes , pois o citral estd em maior quantidade no OELa,
com 75,92% , ja o limoneno com 9,85%, carvona com 8,92% e gama-pineno com 2,05%,
podendo assim, causar influéncia no relaxamento da musculatura lisa. Neste protocolo
experimental, ainda foi observado a existéncia de efeito bifasico, induzido pelo limoneno, o

que equivale a uma vasoconstricgdo, nas doses de 30, 100 e 300 uM, e nas doses mais altas, a
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partir de 600 puM observou-se uma vasodilatacdo significativa nas preparacfes de anéis de
aorta sem endotélio e pré-contraido com FE.

Vérios mediadores possuem essa dualidade no efeito sobre o musculo liso vascular,
ora induzindo relaxamento pelo estimulo da producdo de NO ou pela acdo autdcrina no
endotélio em receptores de endotelina ETDb, principalmente a endotelina 1(ET-1)
(RAPOPORT E ZUCCARELLO, 2012). A hipdtese de que estes mediadores atuam de forma
dual, direta ou indiretamente sobre a musculatura vascular, pode levar o limoneno a
apresentar efeito bifasico influenciado também pelo endotélio, devido a estimulacdo de
fatores endoteliais relaxantes e contraturantes, visto que na presenca de inibidores dos
principais fatores relaxantes derivados do endotélio o efeito contraturante do limoneno néo é
tdo atenuado.

Outras substancias sdo relatadas na literatura apresentando essa dualidade no efeito,
como a cafeina, que se destacou como utilidade farmacoldgica, e permitiu revelar descobertas
sobre o reticulo sarcoplasmatico. Véarios estudos demonstraram que a cafeina tem acdo em
musculatura lisa de forma contratil e também com acgdo relaxante (LEIJTEN; VAN
BREEMEN, 1984; ARNAUD, 1986; WATANABE et. al.; 1992). Outro relato demonstrou
que a citocalasina-B e floretina, também apresentaram essa dualidade de efeitos, com efeito
relaxante e contraturante (DRESEL, 1987).

No presente estudo, o OELa e o citral apresentou maior poténcia em relaxar o
acoplamento eletromecanico do que o farmacomecanico nos tecidos com endotélio
preservado e ndo preservado. Estes resultados sugerem algumas hipdteses para 0 mecanismo
de acdo relacionado ao vasorrelaxamento causado pelo OELa e pelo citral , como: blogueio do
influxo de Ca' através da membrana celular, mudanca na sensibilizacdo das proteinas
contrateis ao calcio, e/ou, ainda a influéncia nos mecanismos intracelulares de
armazenamento.

Verificou-se que OELa na presenca do bloqueador do NO o L-NAME, promoveu um
aumento CEsy 654,19+10,46 pg/ml comparado com o controle CEsy 352,73+ 19,39 pg/mi,
assim como o citral CEsp 601,66+10,92 comparado com o controle CEsp, 99,34£7,2uM. Por
outro lado, o limoneno promoveu um maior relaxamento da musculatura lisa, CEsy 997,5+
80,13uM comparado com o controle CEsp 2682,7+19,08uM. Esses dados demonstram que
OELa e o citral estdo agindo sob influéncia do endotélio, via NO, para promover a
potencializacdo do relaxamento da musculatura lisa da aorta. Porém, o limoneno pode
potencializar o relaxamento pela auséncia da acdo do endotélio, por mecanismo que ainda

precisam ser elucidados. Curiosamente, bloqueando os produtos do endotélio com a
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ciclooxigenase, por indometacina, observou-se que foi aumentada a CEsy do citral
503,60£30,10 pM comparado com o controle CEsp, 99,34+7,2uM. Enquanto que, OELa e
limoneno promoveram um maior relaxamento, onde a CEso do OELa com indometacina foi
de 264,48+11,87ug/ml e controle 352,73+ 19,39ug/ml, e limoneno com indometacina
presente apresentou CEso 230,64+10,63 pM e controle 2682,7+19,08uM. Estes dados
sugerem que o citral também age via cicloxigenase para 0 aumento do relaxamento da
musculatura lisa da aorta via endotélio. Entretanto o0 OELa ndo apresentou o mesmo efeito do
citral, pois sendo o limoneno, também um dos constituintes majoritarios presente no OELa,
pode modular a agdo promovendo um aumento do relaxamento na auséncia da substancia que
cicloxigenase.

Sabe-se que a a liberagdo de Ca* dos estoques intracelulares pode ser ocasionada a
partir da ativacdo de receptores de membrana, fazendo com que ocorra influxo de calcio
atraves dos CCOVs e dos canais idnicos operados por receptor (ROCCs) (TOSUN et al.,
1998; FACEMIRE e ARENDSHORST, 2005; KARAKI et al., 1997; WEBB, 2003),
mecanismo estes, compartilhado pelos acoplamentos eletromecénico e farmacomecanico.
Logo, era esperado que o OELa, citral e limoneno blogueassem CCOVs com poténcia
farmacoldgica proxima a poténcia para bloguear o acoplamento eletromecanico. Fato este
observado nas preparacdes em que o OELa e o citral inibiram contragdes provocadas por
BaCl,. Sabendo que o CCOVs tipo L sdo bastante permeéveis ao BaCl, € provavel que o
OELa e o citral promovam um relaxamento da musculatura lisa da aorta via acoplamento
eletromecénico, provavelmente por um bloqueio dos CCOVs tipo L (MURRAY E
KOTLIKOFF, 1991). Hipdtese reforcada pela semelhanca com os efeitos da nifedipina, um
blogueador de canal de célcio, presente no estudo como controle positivo. Comportamento
contréario foi observado com o limoneno, o qual ndo inibiu a contracdo provocada pelo BaCl,,
0 que nos leva a hipotese de que o relaxamento induzido por ele estaria adicionalmente
envolvendo a inibi¢do do influxo de calcio por uma via diferente do CCOVs, que néo o tipo-
L, pois na célula muscular lisa vascular, mesmo em menor quantidade, pode ser encontrado
também o tipo T (Ca,-T); ou ainda a influéncia na entrada de Ca*? por canais operados por
estoques (SOCs) e/ou pelos canais operados por receptor (ROCs).Tendo em vista que a
ativacdo de receptores ay-adrenérgico ou receptores tromboxano levam tanto a entrada de
Ca*? por CCOVs, como por ROCs e SOCs na célula muscular lisa (WATANABE et al.,
2008; FIRTH; REMILLARD; YUAN, 2007).

Além disso, para confirmar estes achados experimentais, observou-se a semelhanca da

eficacia dos efeitos do OELa, citral e limoneno, em contra¢des induzidas pelo BAY-K 86644,
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um agonista de CCOVs tipo L (PIASCIK E BABICH, 1986). Demonstrando assim, que 0
mecanismo de a¢do vasorrelaxante induzido pelo OELa, citral e limoneno, é em grande parte
devido ao bloqueio do influxo de calcio, via canal de Ca™ tipo L, através da membrana em
musculatura vascular de anéis isolados de aorta de ratos Wistar.

No presente estudo evidenciamos, como ja relatado acima, que tanto o OELa, quanto o
citral e o limoneno promoveram um relaxamento das contra¢des induzidas por KCI (60mM),
com valores de CEsp menores que no acoplamento farmacomecanico, demonstrando maior
poténcia farmacoldgica. A explicacdo para essa resposta da potencia do relaxamento da via
eletromecénica pode estar na via da Rho quinase. Estudos ja realizados, revelaram que nas
contragOes induzidas por KCI, é também ativada a proteina Rho cinase, a qual induzird um
aumento na sensibilidade no masculo liso vascular das proteinas contrateis ao Ca®* (MITA et
al., 2002; REMBOLD E MURPHY, 1988). A ativacdo da Rho cinase é totalmente dependente
de Ca®* extracelular e o aumento da [Ca®*] intracelular ativa a vida de sinalizacdo da PI3K-
C2a de classe I, enzimas estas que regulam a atividade da fosfatase da cadeia leve de miosina
(MLCP) pela ativagdo da Rho (SAKURADA et al., 2003; WANG et al., 2006).

Levando em consideracdo esta participacdo da Rho cinase na sustentacdo do platd de
contracdo, comparou-se o efeito do inibidor de Rho cinase, Y27632 (1uM) sobre a contracao
de KCI, com o efeito relaxante do OELa, do citral e do limoneno. Nosso estudo revelou que o
Y 27632 relaxou para aproximadamente 3% a contracdo do KClI, e o OELa na concentragdo de
1000pg/ml | citral e limoneno na concentracdo de 1000 UM reduziram para aproximadamente
11,7%, 41,55% e 1,83 %, respectivamente (Figura 16C). Sugerindo assim que todas as
substéancias, e mais fortemente o limoneno e o OELa, nestas condi¢des, podem estar agindo
através de mecanismos que envolvem a via da Rho cinase ativada, evidenciando assim o
efeito mais potente destas substancias em relaxar contracées sustentadas por KCI.

Mediante ao estudo realizado, constatou-se que o OELa e seus constituintes
majoritarios citral e limoneno, encontrados na espécie Lippia alba demonstrou efeito
relaxante em aorta isolada de ratos, e que tal investigacdo deve ser continuada, pois abre-se

espaco para surgimento de novas substancias vasorrelaxante.

Concluséao

Os resultados revelam que tanto o OELa, quanto seus constituinte citral e limoneno
possuem efeito vasorrelaxante concentracdo dependente, nas vias eletromecéanicas e

farmacomecanica. Além disso, o efeito causado pelo OELa e citral sdo potencializados pelo
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endotélio por influéncia principalmente do 6xido nitrico. O limoneno possui efeito bifasico
nas preparagdes com contragdes evocadas por fenilefrina. As trés substancias estudadas
podem agir pela via da proteina Rho cinase e o OELa e citral agem possivelmente via canal de
calcio operados por voltagem. O que nos leva a concluir que os mesmos possuem potencial
para serem agentes terapéuticos no tratamento de patologias que envolvem distarbios da

musculatura lisa de vasos.

Agradecimentos

Os autores envolvidos nesse estudo gostariam de agradecer as instituicfes de fomento

a pesquisa CNPg, CAPES e FUNCAP pelo suporte financeiro.

Referéncias

ARNAUD, M. J.; The pharmacology of caffeine. Progress in Drug Research, 1986, 31, 273-
317.

BOLTON, T. B.; PRESTWICH, S. A.,; ZHOLQOS, A. V.; GORDIENKO, D. V. Excitation-
contraction coupling in gastrointestinal and other smooth muscles. Annual Review of
Physiology, v. 61, p. 85-115, 1999.

CARDOSO, T. H.; GONCALVES, B. N. Ensaios sobre a desidrogenacdo do limoneno,
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, 1995.

CAMARA, C.C.; NASCIMENTO, N.R.; MACEDO-FILHO, C.L.; ALMEIDA F.B;
FONTELES, M.C. Antispasmodic effect of the essential oil of Plectranthus barbatus and
some major constituents on the guinea-pig ileum. Planta Med. V. 69, p. 1080- 1085, 2003.

CHIWORORO, W. AND J.A. OJEWOLE. Biphasic effect of Psidium guajava Linn.
(Myrtaceae) leaf aqueous extract on rat isolated vascular smooth muscles. J. Smooth Muscle
Res. 44: 217-229, 2008.

COTECCHIA, S. The al-adrenergic receptors: diversity of signaling networks and regulation.
J Recept Signal Transduct Res, v. 30, n. 6, p. 410-9, Dec 2010. ISSN 1532-4281.

DRESEL, P. E.;KNICKLE, L.; Cytochalasin-B and phloretin depress contraction and
relaxation of aortic smooth muscle. European Journal of Pharmacology, 144, 1987, 153-
157.

DUDAI N, WEINSTEIN Y, KRUP M, RABINSKI T, OFIR R. Citral is a new inducer of
caspase-3 in tumor cell lines. Planta Med 71: 484-488, 2005.



65

FACEMIRE, C. S.; ARENDSHORST, W. J. Calmodulin mediates norepinephrineinduced
receptor-operated calcium entry in preglomerular resistance arteries. Am J Physiol Renal
Physiol. V. 289, p. F127-F136, 2005.

FIRTH, A.L.; REMILLARD, C. V.; YUAN, J. X. J. TRP channels in hypertension.
Biochimica et Biophysica Acta, 1772 895-906, 2007.

HATANO, V.Y.; TORRICELLI, A.S.; GIASSI, A.C. et al. Anxiolytic effects of repeated
treatment with an essential oil from Lippia alba end (R)-(-)-carvone in the elevated T-maze.
Brazilian Journal of Medical and Biological Research , n.45, v.3, p.238-243, 2012.

HENNEBELLE, T.; SAHPAZ, S.; GRESSIER, B. et al. Antioxidant and neurosedative
properties of polyphenols and iridoids from Lippia alba. Phytotherapy Research, n.2, v.22,
p. 256-258, 2008a.

HEINZMANN, B.M.; BARROS, F.M.C. Potencial das plantas nativas brasileiras para o
desenvolvimento de fitomedicamentos tendo como exemplo Lippia alba (Mill.) N.E. Brown
(Verbenaceae). Saude, Santa Maria, v. 33, n.1, p. 43-48, 2007.

HISAYAMA, T.; TAKAYANAGI, I. Some properties and mechanisms of thymolinduced
release of calcium from the calcium-store in guinea-pig taenia caecum. Jpn J Pharmacol. V.
40, p. 69-82, 1986.

HOLETZ, F.B.; PESSINI, G.L.; SANCHES, N.R. et al. Screening of some plants used in the
Brazilian folk medicine for the treatment of infectious diseases. Memdrias do Instituto
Oswaldo Cruz, n. 97, p. 1027-1031, 2002.

KARAKI, H.; OZAKI, H.; HORI, M.; MITSUI-SAITO, M.; AMANO, K.; KEN-ICHI
HARADA, K.; MIYAMOTO, S.; NAKAZAWA, H.; JONG WON, K.; SATO, K. Calcium
Movements, Distribution, and Functions in Smooth Muscle. The American Society for
Pharmacology and Experimental Therapeutics, v. 49, n. 2, 1997.

LAHLOU, S.; INTERAMINENSE, L.F.; LEAL-CARDOSO, JH.; DUARTE, G.P.
Antihypertensive effects of the essential oil of Alpinia zerumbet and its main constituent,
terpinen-4-ol, in DOCA-salt hypertensive conscious rats. Fundam Clin Pharmacol 17(3):323-
30, 2003.

LAHLOU, S.; GALINDO, C. A.; LEAL-CARDOSO, J. H.; FONTELES, M. C.; DUARTE,
G. P. Cardiovascular effects of the essential oil of Alpinia zerumbet leaves and its main
constituent, Terpinen-4-ol, in rats: role of the autonomic nervous system. Planta Med, v. 68,
n. 12, p. 1097-102, Dec 2002. ISSN 0032-0943.

LENTEN, P. A. & VAN BREEMEN, C.; The effects of caffeine on the noradrenaline-
sensitive calcium store in rabbit aorta. Journal of Physiology 357, 1984, 327-339.

MAGALHAES, P. J.; LAHLOU, S.; JUCA, D. M.; COELHO-DE-SOUZA, L. N.; DA
FROTA, P. T.; DA COSTA, A. M.; LEAL-CARDOSO, J. H. Vasorelaxation induced by the



66

essential oil of Croton nepetaefolius and its constituents in rat aorta are partially mediated by
the endothelium. Fundam Clin Pharmacol, v. 22, n. 2, p. 169-77, Apr 2008. ISSN 1472-
8206.

MARTINS, E.R.; CASTRO, D.M.; CASTELLANI, D.C. et al. Medicianl Plants. University
Press. UFV-Vicosa, Minas Gerais, Brasil, 220p, 1995.

MATOS, F.J.A. Medicinal Plants: Selection chart and employment plants used in
phytotherapy in Northeast Brazil. 2 ed. Fortaleza-CE. University Press, 346p., 2000.

MATTOS, S.H.; INNECCO, R.; MARCO, C.A.; ARAUJO, A.V. Medicinal and aromatic
plants grown in Ceara: production technology and essential oils. Fortaleza: Bank of
Northeast Brazil, p. 61-63, 2007.

MAYNARD, L.G.; SANTOS, K.C.; CUNHA, P.S. et al. Chemical composition and
vasorelaxant effect induced by the essential oil of Lippia alba (Mill.) N.E. Brown.
(Verbenaceae) in rat mesenteric artery. Indian Journal of Pharmacology, n.43, v.6, p.694-
698, 2011.

MITA, M.; YANAGIHARA, H.; HISHINUMA, S.; SAITO, M.; WALSH, M.P. Membrane
depolarization-induced contraction of rat caudal arterial smooth muscle involves
Rhoassociated kinase. Biochem J 364: 431-440, 2002.

MURRAY, R. K.; KOTLIKOFF, M. I. Receptor-activated calcium influx in human airway
smooth muscle cells. J Physiol, v. 435, p. 123-44, Apr 1991. ISSN 0022-3751.

PASCUAL, M.E.; SLOWING, K.; CARRETEROE. et al. Lippia: Traditional uses, chemistry
and pharmacology: a review. Journal of Ethnopharmacology, v.76, p.201-214, 2001.

PEIXOTO-NEVES, D.; SILVA-ALVES, K. S.; GOMES, M. D.; LIMA, F. C.; LAHLOU, S;;
MAGALHAES, P. J.. CECCATTO, V. M.; COELHO-DE-SOUZA, A. N.; LEAL-
CARDOSO, J. H. Vasorelaxant effects of the monoterpenic phenol isomers, carvacrol and
thymol, on rat isolated aorta. Fundam Clin Pharmacol, v. 24, n. 3, p. 341-50, Jun 2010.
ISSN 1472-8206.

PEREZ-VISCAINO, F.; DUARTE, J. Flavonols and cardiovascular disease. Molecular
aspects of medicine, v. 31, p. 473-494, 2010.

PIASCIK, M. T.; BABICH, M. The facilitative actions of Bay K 8644 on norepinephrine and
KCI-induced contractures of rabbit aortic rings. Life Sci, v. 38, n. 8, p. 725-34, Feb 1986.
ISSN 0024-3205.

PINHO-DA-SILVA, L. Acdo antiespasmodica do trans-cariofileno e o bloqueio de canais
para ca2+ em mausculo liso traqueal de rato. 2010. 1v. Dissertacdo (Mestrado) - Universidade
Estadual do Ceard, Fortaleza, 2010.



67

PINTO, N. V.; ASSREUY, A. M.; COELHO-DE-SOUZA, A. N.; CECCATTO, V. M,
MAGALHAES, P. J.; LAHLOU, S.; LEAL-CARDOSO, J. H. Endothelium-dependent
vasorelaxant effects of the essential oil from aerial parts of Alpinia zerumbet and its main
constituent 1,8-cineole in rats. Phytomedicine, v. 16, n. 12, p. 1151-1155, 2009.

RAPOPORT, R. M.; ZUCCARELLO, M. Endothelin(A)-endothelin(B) receptor cross talk
in endothelin-1-induced contraction of smooth muscle. Journal of Cardiovascular
Pharmacology, 2012, v. 60, n. 5, p. 483-94.

REMBOLD, C.M.; MURPHY, R.A. Myoplasmic [Ca++] determines myosin phosphorilation
in agonist stimulated swine arterial smooth muscle. Circ Res 63: 593-603, 1988.

SANTOS, M. R. V.; CARVALHO, A. A.; MEDEIROS, I. A.; ALVES, P. B.; MARCHIORO,
M.; ANTONIOLLI, A. R. Cardiovascular effects of Hyptis fruticosa essential oil in rats.
Fitoterapia 78: 186-191, 2007.

SAKURADA, S.; TAKUWA, N.; SGIMOTO. N.; WANG, Y.; SETO, M.; SASAKI, Y.;
TAKUWA, Y. Ca2+-dependent ctivation of Rho and Rho kinase in membrane
depolarizationinduced and receptor stimulation-induced vascular smooth muscle contraction.
Circ. Res. 93: 548-556, 2003.

SATHER, W. A.; MCCLESKEY, E. W. Permeation and selectivity in calcium channels.
Annu Rev Physiol, v. 65, p. 133-59, 2003. ISSN 0066-4278.

SOARES, L. Estudo tecnoldgico, fitoquimico e biologico de Lippia alba (Miller) N. E.
Brown ex Britt. & Wils. (Falsa-melissa) Verbenaceae. Floriandpolis, 2001. Dissertacdo
(Mestrado em Farmacia) - Faculdade de Farmécia, Universidade Federal de Santa Catarina.
173 p. 2001.

SOMLYO, A.P.; SOMLYO, A.V. Electromechanical and pharmacomechanical coupling in
vascular smooth muscle. J Pharmacol Exp Ther 159:129-145, 1968.

SOUSA, D. G. et al. Essential oil of Lippia alba and its main constituent citral block the
excitability of rat sciatic nerves. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, n.
AHEAD, p. 00-00, 2015.

TOSUN, M.; PAUL, R. J.; RAPOPORT, R.M. Role of Extracellular Call Influx via LType
and Non-L-Type Ca++ Channels in Thromboxane A2 Receptor-Mediated Contraction in Rat
Aorta. The Journal Of Pharmacology And Experimental Therapeutics. V. 284, p. 921-
928, 1998.

WANG, Y.; YOSHIOKA, K.; AZAM, M.A.; TAKUWA, N.; SAKURADA, S.; KAYABA,
Y.; SUGIMOTO, N.; INOKI, I; KIMURA, T.; KUWAKI, T.; TAKUWA, Y. Class Il
phosphoinositide 3-kinase alpha-isoform regulates Rho, myosin phosphatase and contraction
in vascular smooth muscle. Biochem J. 394:581-92, 2006



68

WATANABE, C.. YAMAMOTO, H.;HIRANO, K. KOBAYASHI, S..KANAIDE H;
Mechanisms of caffeine-induced contraction and relaxation of rat aortic smooth muscle.
Journal of Physiology (1992), 456, pp. 193-213.

WATANABE, H., MURAKAMI M., OHBA T., TAKKAHASHI Y., ITO H. TRP channel
and cardiovascular disease. Pharmacology e Therapeutics; v.118, p. 337-351, 2008.

WEBB, R. C. Smooth muscle contraction and relaxation. Advances in Physiology
Education, v. 27, n. 4, p. 201-206, 2003.

VIANA, G. S.; DO VALE, T. G.; SILVA, C. M. e MATOS, F. J. Anticonvulsant activity of
essential oil and active principles from chemotyoes of Lippia alba (Mill) N.E. Brown. — Biol.
Pharm. Bull. Nov; v 23 (11), p. 1314-17, 2000.

ZETOLA, M.; DE LIMA, T.; SONAGLIO, G.; GONZALEZ ORTEGA, G.; LIMBERGER,
R.; PETROVICK, P. e BASSANI, V. CNS activities of liquid and spray-dried extracts from
Lippia alba — Verbenaceae (Brazilian false melissa)- J. Ethnopharmacology; v. 82, p. 207-
215, 2002.

ZHANG, S., CUl, N,, LI, S., GUO, L., WU, Y., ZHU, D., JIANG, C., Interception of the
endotoxin-induced arterial hyporeactivity to vasoconstrictors, Vascul. Pharmacol. v. 62, n. 1,
p. 15-23, Jul 2014.



69

Conclusao




70

5. Conclusédo

O OELa nao interferiu no tdnus basal da aorta isolada de rato.

OELua, citral e limoneno possuem efeito vasorrelaxante sobre aorta isolada de rato.

O OELa, o citral e o limoneno foram capazes de interferir tanto no acoplamento

eletromecanico, quanto no farmacomecanico.

A acédo do OELa e do citral s&o potencializados pelos fatores relaxantes derivados do

endotélio, principalmente NO e as prostaciclinas;

O limoneno possui efeito bifasico nas contracbes evocadas por fenilefrina

(acoplamento farmacomecanico).

A acdo do OELa e do citral, envolvem possivelmente os canais de célcio operados por

voltagem.

Os efeitos do OELa foram mais pronunciados que os do citral e do limoneno,

sugerindo um possivel sinergismo dos compostos que formam o OELa.
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Trabalhos apresentados na forma de painel em eventos cientificos

EFEITO MIORRELAXANTE DO OLEO ESSENCIAL DE Lippia alba E SEU
CONSTITUINTE MAJORITARIO CITRAL SOBRE A MUSCULATURA LISA DA
TRAQUEIA DE RATROS WISTAR. SILVA, AA.; CARVALHO, P.M.M.;
MORAIS, L.P.; MATQOS, D.F.; SOUSA, D. G.; SOUSA, S.D.G.; SILVA, RE.R;
MENEZES, I. R.A.; KERNTOPF, M.R.; BARBOSA, R.; apresentado sob a forma de

painel na IX Reunido Regional da Federacdo de Sociedades de Biologia Experimental
— FeSBE, realizado no Centro de Convencdes do Hotel Tropical Tambad, Jodo
Pessoa-PB, de 29 a 31 de maio de 2014.

BLOQUEIO DA EXCITABILIDADE DO NERVO ISQUIATICO DE RATOS PELO
OLEO ESSENCIAL DE Lippia alba E SEU COSNTITUINTE MAJORITARIO
CITRAL. MORAIS, L.P.; SOUSA, D. G.; SOUSA, S.D.G.; ALVES, K.S.S.; SILVA,
FW.F.; SILVA, RE.R.;; MATOS, D.F.,; SILVA, AA.; MENDONCA, M.RK,
MENEZES, I. R.A.; LEAL-CARDOSO, J.H.; CARVALHO, P.M.M.; BARBOSA, R,
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do(s) autor(es), LUIS PEREIRA DE MORAIS, RENATA EVARISTO RODRIGUES
DA SILVA, TIAGO FEITOSA RIBEIRO, CICERO ANDRE FERREIRA MACEDO,
ANDRESSA DEALENCAR SILVA, ROSELI BARBOSA foi apresentado no

formato de poéster durante o(a) Il Workshop de Etnobiologia e Conservagdo da

Natureza e | Simposio de Bioprospec¢do Molecular do Cariri, realizado(a) no periodo
de 27 a 29 de maio de 2015 pela Universidade Regional do Cariri — URCA, em Crato-
CE.

ATIVIDADE VASORRELAXANTE DO OLEO ESSENCIAL DE LIPPIA ALBA E
SEUS COMPONENTES MAJORITARIOS CITRAL E LIMONENO EM AORTA
ISOLADA DE RATO, do(s) autor(es), RENATA EVARISTO RODRIGUES DA
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Participou como PROPONENTE do MINICURSO Conhecimento Popular X

Conhecimento Cientifico na busca por novas possibilidades: Construgdo de quintais e
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hortas comunitarias. Durante a | Semana do Meio Ambiente do Instituto de Formacao
de Educadores, Universidade Federal do Cariri — UFCA, campus Brejo Santo.
Realizada em 02 de Junho de 2015.

Participacdo em bancas

e “Efeito do 6leo essencial de Lippia alba (Mill) N.E.Brown e seus constituintes citral e
limoneno sob as contragdes da musculatura lisa traqueal de ratos Wistar” da Aluna:
Andressa de Alencar Silva do curso de Bacharelado em Ciéncias Bioldgicas;
(03/2015)
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Comissao de Experimentagdo e Uso de Animais

DECLARACAO

Declaramos para os devidos fins que o projeto intitulado: “Atividade vasorrelaxante do dleo
essencial de /ippia alba e seus componentes majoritarios citral e limoneno sobre a contratilidade de
aorta isolada de rato” Processo-00084/2014.2 foi APROVADO pela Comissdo de Experimentagido
e Uso de animais- CEUA-URCA.

Profa. Dra. M ?%egma KW

Vice-Presidente do CEUA/URCA



