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O homem deve saber que de nenhum outro lugar, mas apenas do
encéfalo, vem a alegria, o prazer, o riso e a diversdo, o pesar, o luto, o
desalento e a lamentacdo. E por isso, de uma maneira especial, nos
adquirimos sabedoria e conhecimento e enxergamos e ouvimos e
sabemos 0 que é justo e injusto, o que é bom e o que é ruim, o que é
doce e 0 que € insipido... E pelo mesmo érgdo nos tornamos loucos e
delirantes, e medos e terrores nos assombram... Todas essas coisas nos
temos de suportar do encéfalo quando ndo esta sadio... Nesse sentido,
opino que é o encéfalo quem exerce 0 maior poder sobre o homem.

(Hipocrates, Sobre a doenca Sagrada - Séc. 1V a. C)
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RESUMO

A espécie Lippia alba (Mill.) N. E. Brown pertence a familia Verbenaceae é muito
abundante e cresce espontaneamente em todo territério brasileiro. Popularmente
chamada de erva cidreira, erva-cidreira-brasileira, falsa-melissa, cidreira-carmelitana,
cha-de-tabuleiro, erva-cidreira-do-campo, salvia, entre outras sinonimias. Tem seu uso
popular devido suas propriedades sedativas, carminativas, analgésicas, espasmolitica e
emenagoga. Sabe-se que a contracdo da musculatura lisa uterina antes de completar as
37 semanas de gestacdo desencadeia 0 parto prematuro, uma vez que nao ha relatos na
literatura a respeito da acdo da L. alba sobre a musculatura lisa do Gtero. O objetivo
desse estudo € investigar a agdo do 6leo essencial de L. alba (OELa) e seus constituintes
citral e limoneno sobre a contracdo da musculatura lisa uterina de ratas e avaliar seus
possiveis mecanismos de acdo. Para desenvolvimento desta pesquisa foram utilizados
ratas da linhagem Wistar, com massa corpdrea entre 180-250 g. Ap0s eutanasia, o Utero
foi removido, em seguida foi feito um corte vertical em cada um dos cornos para
obtencdo de tiras de 2 cm de comprimento, os quais foram mantidos em Tyrode
modificado aerado, pH 7,4, a 32°C, para registro isométrico das contracdes musculares.
Para avaliar o efeito do OELa, citral e limoneno, foram administradas concentracfes
cumulativas (OELa e citral 1-600 pg/mL, e limoneno 1-1200 pg/mL) em tiras de Utero,
sob tensdo de 1 g. OELa, citral e limoneno relaxaram de forma dependente da
concentracdo as preparacdes de miometrio pré-contraidos por KCI (60 mM) (ICso: 37,96
+ 2,41, 130,90 = 2,82 e 316,47 £ 3,12 pg/mL, respectivamente), ou previamente
contraidas por ocitocina (102 Ul/mL) (ICso: 44,96 + 4,26, 52,48 + 2,32 e 186,83 + 2,69
pug/mL, respectivamente). Avaliou-se também o envolvimento de outras vias que
promovem a contragdo da musculatura lisa uterina como a 5-HT e ACh. Verificou-se
que as trés substancias em estudo também foram capazes de relaxar a musculatura
uterina pré-contraidas por 5-HT 10 uM ou ACh 10 uM. Estes dados demonstram que 0
OELa, o citral e o limoneno provocam relaxamento da musculatura lisa uterina sendo o
OELa e o citral mais potentes que o limoneno. Para avaliar o envolvimento do influxo
de calcio pelos canais para calcio do tipo L. Realizou-se experimentos com contracdes
induzidas pelo BaCl (0,1-30 mM) onde o OELa e o citral foram capazes de inibir a
contracdo, cujo comportamento foi similar nas preparacdes pré-incubadas com a
nifedipina (1uM) um bloqueador de canais para calcio do tipo-L. Foi comparado o
efeito das subistancias em estudo com o bloqueador da Rho quinase, Y27632. As
substancias em estudo produziram efeito inibitorio similar ao Y27632. Foi observado o
efeito do OELa sobre trés bloqueadores especificos para potassio: os sensiveis ao calcio
(BKca), sensiveis ao ATP (Katp) € sensiveis a voltagem (Ky), neste protocolo ndo
apresentou resultados estatisticamente significante. Outro mecanismo analisado foi o
efeito do OELa sobre a cicloxigenase bloqueada pela indometacina, onde mais uma vez
ndo foi visto resultado estatisticamente significante. Diante disso observou-se que o
OELa, o citral e o limoneno apresentaram efeito antiespasmodico em utero isolado de
ratas, revelando assim que este efeito pode ser mediado por mecanismos intracelulares,
os quais envolvem a regulacio da sensibilidade ao Ca*? do sistema contratil do musculo
liso uterino.

Palavras-chave: Lippia alba, Utero, efeito miorrelaxante.



ABSTRACT

The species Lippia alba (Mill.) N. E. Brown belongs to the family Verbenaceae and is
very abundant and grows spontaneously throughout the brazilian territory. Popularly
known as the erva cidreira, falsa-melissa, cidreira-carmelitana, cha-de-tabuleiro, salvia,
among other synonyms. It has its popular use due to its sedative, carminative, analgesic,
spasmolytic and emmenagogic properties. It is known that the contraction of the uterine
smooth muscle before completing 37 weeks of gestation triggers a premature labor,
once there are no reports in the literature concerning to the action of L. alba over the
smooth muscle of the uterus. The purpose of this study is to investigate the action of the
essential oil of L. alba (OELa) and its citral and limonene constituents, its possible
mechanisms of action over an isolated uterus of a female mouse. For the development
of this research were used female mice of the Wistar lineage, with body mass between
180-250g. After euthanasia, the uterus was removed, then a vertical cut was performed
on each of the horns to obtain strips of 2 cm in length, which were kept in an aerated
modified Tyrode, pH 7.4, at 32°C, for isometric recording of muscle contractions. To
evaluate the effect of OELa, citral and I-limonene, cumulative concentrations were
administered (OELa 1-600 pg / mL, citral1-600 uM and I-limonene 1-1200 puM) in
strips of the uterus, under tension of 1g. OELa, citral, and I-limonene relaxed in a
dependent manner of the concentration of the preparation of pre-contracted myometrial
KCI (60 mM) (IC50: 37.96 = 2.41 pg / mL, 130.90 + 2.82, 316, 47 £ 3,12 uM,
respectively), or previously contracted by oxytocin (102 Ul/mL) (ICsq: 44,96 + 4,26
png/mL, 52,48 + 2,32 e 186,83 + 2,69 UM, respectively). It was also evaluated the
involvement of other pathways that promote contraction of the uterine smooth muscle
as 5-HT and ACh. It was verified that the three test substances of this study were also
able to relax the pre-contracted uterine muscles by 10 uM 5-HT or 10 uM ACh. These
data demonstrate that OELa, citral and I-limonene cause the relaxation of the uterine
smooth muscle, with OELa and citral being more potent than limonene. To evaluate the
involvement of the calcium influx by the L-type calcium channels, experiments with
induced contractions were performed with BaCl (0.1-30 mM) where OELa and citral
were able to inhibit the contraction, whose behavior was similar In the preparations
preincubated with nifedipine (1uM) an L-type calcium channel blocker. The effect of
the substances under study was compared with the Rho kinase blocker, Y27632. The
substances under study produced a similar inhibitory effect to Y27632. The effect of
OELa over three specific potassium blockers was observed: the sensitive to calcium
(BKca), the sensitive to ATP (KATP) and the sensitive to voltage (KV), in this protocol
did not present statistically significant results. Another mechanism analyzed was the
effect of OELa on cyclooxygenase blocked by indomethacin, where once again no
statistically significant result was seen. It was observed that OELAa, citral and I-limonene
had an antispasmodic effect in utero isolated from female mice, thus revealing that this
effect can be mediated by intracellular mechanisms, that probably involves the
regulation of sensitivity to Ca*? uterine smooth muscle contractile system.

Key words: Lippia alba, uterus, myorelaxant effect.
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APRESENTACAO

Esta Dissertacdo estd organizada sob forma de artigo. A Introducdo traz
inicialmente uma breve abordagem sobre o uso de plantas medicinais e fitoterapicos,
logo em seguida uma revisdo sobre a espécie L. alba, onde esta descrito alguns de seus
usos na medicina popular e atividades biolégicas comprovadas na literatura. Na revisao
ainda aborda o citral, limoneno, musculatura uterina, mecanismo de contracdo da
musculatura lisa, contracdo e relaxamento uterino e prematuridade. Logo apds
apresenta-se a justificativa, problematizacdo, objetivos do estudo e o0s materiais e
métodos utilizados para que o trabalho fosse desenvolvido.

Os resultados encontra-se em formato de artigo completo intitulado “Atividade
tocolitica do 6leo essencial de L. alba (mill.) n. e. brown (cidreira) e seus constituintes
majoritarios citral e limoneno em Utero isolado de ratas wistar”.

A discussdo e a conclusdo sdo apresentadas em uma visdo geral do trabalho,
logo ap6s o artigo. As referéncias dos trabalhos que foram utilizados na reviséo e
discussdo apresentam-se ao final da dissertagao.



INTRODUCAO

Fonte: https://br.pinterest.com/pin/767019380256453694/
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1 INTRODUCAO

Desde os primordios da humanidade as plantas possuem inimeras finalidades
seja na culinaria, no artesanato, na construcdo de abrigos, com fins medicinais, entre
outros. No Brasil os tratamentos de doencas por meio da utilizacdo de plantas
medicinais foram introduzidos através dos nativos que tinham o conhecimento primario
como 0s nomes populares dos vegetais e suas utilidades para fins terapéuticos em rituais
de cura (ARAUJO, 1977).

O uso de fitoterapicos, ou seja, o tratamento de algumas enfermidades
utilizando plantas, € uma pratica muito antiga, evidéncias arqueoldgicas mostram que
3.000 a.C., ja existiam na farmacopeia. Atualmente a fitoterapia ainda € muito exercida
e vem ganhando espaco na pesquisa onde foi comprovada cientificamente a eficacia dos
principios ativos das plantas no tratamento de patologias (REZENDE et al., 2002).

Muitas comunidades e grupos étnicos tinham o conhecimento das plantas
medicinais como o Unico recurso terapéutico. Diversos 6rgaos desses vegetais eram
utilizados, como: folhas, flores, cascas, raizes, frutos e o caule. Assim como de
diferentes formas, exemplos: Chas, macerados, infusdes, decoccdo e outros, para as
mais diversas patologias. Nos dias atuais em regides pobres ou mesmo nas grandes
cidades do Brasil e do mundo, plantas medicinais s&o cultivadas nos quintais
residenciais e comercializadas em feiras ou mercados (MACIEL et al., 2002).

Logo ap6s a criacdo do Sistema Unico de Satde (SUS) no Brasil na década de
80 houve uma atencdo especial voltada para a medicina popular. Mais tarde, foi criada a
Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no SUS,
instituida pela Portaria do Ministério da Saude (MS) n° 971, de 03 de maio de 2006,
essa politica foi criada para ampliar as opcdes terapéuticas aos usuarios do SUS, dentre
estas politicas, foi observado nas plantas medicinais, uma garantia de acesso aos
fitoterapicos e a servicos relacionados a fitoterapia, com seguranca, eficacia e qualidade,
na perspectiva da integralidade na atencdo a satde. Adicionando-se a isso, 0 Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, instituido em 2007, tem como objetivo
“garantir a populacdo brasileira o acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e
fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da
cadeia produtiva e da industria nacional” (BADKE et al., 2012).

O oleo essencial de uma planta é composto por um conjunto de substancias

volateis que produz o aroma da planta, por isso € comum ouvir dizer que quanto mais



21

aroma uma planta libera maior é sua producao de 6leo essencial. Na composi¢édo desses
6leos encontramos diferentes grupos dentre eles sdo encontrados terpenos e
fenilpropanoides. Os 6leos essenciais ganharam amplo espaco na inddstria, onde séo
mais comumente encontrados na industria de cosméticos, na composicao de perfumes e
na industria farmacéutica com acdo analgeésica, antisséptica, sedativa, expectorante entre
outros (GONCALVES et al., 2003). Sendo que para finalidades terapéuticas eles podem
ser administrados pela via oral, inalatdria, uso topico e na superficie do corpo
acompanhado de massagens. As moléculas dos componentes ativos dos 6leos essenciais
tém servido como modelos de estudos de relacdo entre estrutura quimica e agdo
farmacoldgica, a partir do qual se desenvolvem novos farmacos com maior eficacia e
seletividade (SCHENKEL et al., 2000).

Por apresentarem algumas vantagens sobre os farmacos sintéticos como: a
maioria dos produtos naturais apresentam uma baixa toxicidade e baixo custo, cada vez
mais se tem investido na busca de principios ativos provenientes dos vegetais. Sendo
assim, atualmente os Oleos esséncias, sdo 0s principais alvos de estudo dos
pesquisadores, pois sd0 em sua maioria, constituidos de grupos quimicos que agem no
organismo curando diversas enfermidades (TUROLLA, 2004).

Dentre os produtos naturas a espécie L. alba é bastante estudada por ser muito
utilizada na medicina popular, assim, por ndo haver na literatura estudos descrevendo
seus efeitos na musculatura lisa de Utero de ratas e o género Lippia apontar relevantes
propriedades em outros 6rgaos constituidos de musculo liso, viu-se a importancia de se
estudar a acdo do 6leo essencial da L. alba e seus constituintes sobre a musculatura
lisa de Gtero de ratas, uma vez mostrando que esses produtos posssui atividade
tocolitica, pode ser um potencial farmaco para 0 uso em gestantes, sendo que neste
periodo as mulheres tem que fazer uso de subtancias 0 menos tdxico possivel e com

menos efeitos adversos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Lippia

O género Lippia inclui aproximadamente 200 espécies, é o segundo maior da
familia Verbenaceae, incluindo espécies e variedades que estdo amplamente distribuidas
nos neotropicos apresentando-se na forma de ervas, arbustos ou pequenas arvores.
Descri¢es dadas por varios autores, entre 1849 a 1969, apontavam para uma estimativa
de 400 espécies para o0 género Lippia. Por outro lado, sabe-se que esta estimativa incluia
espécies de varios outros géneros que atualmente foram descritos e visto que nao faziam
parte do género Lippia, tais como Acantholippia, Aloysia e Phyla (MOLDENKE, 1973).

Inimeras espécies deste género sdo utilizadas na medicina popular de diversas
formas, por exemplo: as infusdes das folhas, parte aérea e flores sdo tradicionalmente
utilizadas como logdo topica para tratamentos de pele, transtornos respiratérios e
gastrointestinais (MATQS, 2000).

O género Lippia esta distribuido nas regides tropicais da Africa, América do
Sul e Central (MATQOS, 2000). Os principais centros de diversidade especifica do
género estdo localizados no Brasil e no México. No Brasil, 0 maior nimero de espécies
se encontra na Cadeia do Espinhaco, localizada nos estados de Minas Gerais, Bahia e
Goias (SALIMENA-PIRES, 1998).

Este género possui inimeras espécies que ja foram estudadas e evidenciadas
varias atividades farmacoldgicas, dentre elas a atividade antiespasmddica, como

podemos ver no quadro 1.
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Quadro 1: Lista de plantas do género Lippia com efeito antiespasmaédico comprovado.

ESPECIE ORGAO E ANIMAIS AUTOR E ANO
Lippia alba Duodeno e ileo de rato BLANCO, et al., (2013)
Lippia citriodora Jejuno de rato MAMADOU, et al., (2011)
Lippia dulcis Bronquios de porco GORNEMANN, et al.,
(2008)
Lippia integrifdlia Jejuno de rato GORZALCZANY, et al,
(2008)
Lippia microphylla Utero de rata SILVA, et al., (2013);
Ileo de cobaia OLIVEIRA, et al., (2013)
Lippia sidoides Traqueia de rato TEOFILO, et al., (2012)
Lippia thymoides Aorta toracica de rato SILVA, etal., (2016)

2.2 Espécie Lippia alba (Mill.) N. E. Brown

A espécie brasileira L. alba (Mill.) N. E. Brown é muito abundante e cresce
espontaneamente em todo territorio brasileiro, podendo ocorrer em terras arenosas, nos
leitos de rios e a margem de lagos, em areas onde predomina o clima tropical e
subtropical. Ela é popularmente conhecida por erva cidreira, erva-cidreira-brasileira,
falsa-melissa, cidreira-carmelitana, cha-de-tabuleiro, erva-cidreira-do-campo, salvia,
entre outras sinonimias (MATQOS, 2000; PASCUAL et al., 2001). Na medicina popular
por apresentar diversas propriedades farmacolOgicas esta planta é utilizada como:
sedativo, analgésico, anti-inflamatério, antipirético, nas desordens intestinais, doencas
hepaticas, colicas menstruais e antiespasmodico (MATTOS et al., 2007).

Apresenta-se na natureza como um arbusto, de tamanho varidavel podendo
alcancar até um metro e meio de altura, as vezes com ramos pendentes, esbranquigados
e quebradicos folhas asperas e ovaladas, com bordas serreadas e apice agudo.
Apresentam inflorescéncias de cor lilas na base das folhas, todavia as partes aéreas sao
as mais utilizadas para fins terapéuticos, preparadas por infusdo ou decoccao,
administradas por via oral (MATOS, 2001).

O Oleo essencial da Lippia alba (OELa) possui variagdes nos seus
componentes, entdo, foi sugerido a nomenclatura de seus quimiotipos, sendo: I, Il e 11,

separados de acordo com seus elementos que predominam no 6leo essencial: citral, a
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carvona e o limoneno (ALMEIDA, 1993; MATOS et al., 1996). Matos et al., (1996)
relataram a existéncia, no Nordeste de trés tipos de L. alba, caracterizados pelos
constituintes quimicos de seus Oleos 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.

A presenca dos compostos nos 0leos essenciais da L. alba podem variar tanto
qualitativa quanto quantitativamente, podendo assim variar o quimiotipo da espécie, e
isso se deve a influéncia de vérios fatores, climaticos e geograficos, como: as estaces
do ano, a época de floracéo, solo, indice pluviométrico, partes da planta e a fase que ela
se encontra podem influenciar em conjunto na sintese destes metabdlitos (OLIVEIRA et
al., 2006; CAMELO et al., 2011). (Figura 1).

Figura 1: Aspectos morfofoldgicos das folhas e influorescéncia da espécie L.
alba Fonte: (SILVA, R.E.R, 2016)

Podemos encontrar na literatura, algumas acGes bioldgicas do OELa que ja
foram comprovadas cientificamente, como: atividade antimicrobiana, citotoxica
antiespasmddica (ARANGO et al., 2009; VIANA et al., 1998; TAMPIERE et al., 2005;
HENNEBELLE et al., 2008; CARVALHO, 2014). Em outros estudos foi demonstrado
que o OELa possui agdo sobre o sistema nervoso, como: anestésico, ansiolitico,
anticonvulsivante, sedativo e antinociceptivo (CUNHA et al., 2010; HATANO et al.,
2012; VIANA et al., 1998). Em um recente estudo realizado pelo nosso grupo verificou-
se que o OELa e seu constituinte majoritario citral, agem como blogueador da
excitabilidade neural (SOUSA et al., 2015).
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Também foram descritas vérias atividades bioldgicas de extratos e/ou fracGes
polares da espécie L. alba, através de estudos in vitro que constataram: atividade
antioxidante, que preserva 0 DNA de um possivel estresse oxidativo (RAMOS et al.,
2003); atividade antimicrobiana evidenciada contra bactérias gram positivas
(Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae e Streptococcus pyogenes),
causadoras de infecgBes respiratorias (CACERES et al., 1991). Utilizando o extrato
hidroalcodlico a 90% de teor alcodlico ndo foi possivel observar atividade
antimicrobiana, porém evidenciou-se que 0 mesmo apresentou atividade antifungica
moderada contra Candida Krusei (HOLETZ et al., 2002). Testando o extrato etanolico
da raiz de L. alba evidenciou-se atividade antimicrobiana contra S. aureus e contra
Klebsiella pneumoniae, Bacillis subtilis, Sacrina lutea, Xanthomonas campestri e
Escherichia coli (MAMUN-OR-RASHID et al., 2012).

O aprofundamento nos estudos acerca das propriedades farmacoldgicas da L.
alba adquire importancia, para a utilizacdo como agentes terapéuticos, tendo em vista a
riqueza de seus constituintes, devendo ser analisados segundo os métodos cientificos de
ensaios pré-clinicos e clinicos disponiveis, com intuito de fornecer a sociedade

melhorias nos tratamentos de diversas patologias relacionadas com a musculatura lisa.

2.3 Citral

O citral, ou 3,7-dimetil-2,6-octadienal, € um monoterpeno de cadeia aberta. O
citral do ponto de vista molecular é formado pela juncéo de dois compostos isomeros, o
trans-isomero geranial e o cis-isbmero neral, também conhecido por citral A — geranial e
citral B — neral, ambos possuem férmula molecular igual C;oH160, porém possuem
estrutura molecular desigual (Figura 2), apresentando-se na constituicdo dos Oleos
essenciais de muitos vegetais (OPDYKE, 1979; ARANEDA et al., 2004; MATOS,
2000).

Citral

Geranial (trans) |

Figura 2: Representacdo da estrutura quimica dos trans-isdmero geranial e o cis-isdmero neral, estruturas
gue compdem o citral. Fonte: Adaptado (STOTZ, S.C, etal., 2008).
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O citral possui um odor bastante intenso e caracteristico, que se compara ao
aroma de limé&o, por possuir esse forte cheiro ele é bastante utilizado pelas indudstrias de
perfumarias, de produtos de limpeza e ainda na alimenticia, presente em especial na
cozinha do Sudeste Asiatico (DUDAI et al., 2005; LALKO et al., 2006).

Esse monoterpeno € encontrado na composicdo quimica de varios o6leos
essenciais e é possivel encontrar o citral na constituicdo dos 6leos essenciais de diversas
plantas das quais muitas sdo utilizadas na medicina popular, as plantas citricas
costumam apresentar o citral na composicao dos seus 6leos, entre as mais conhecidas
com grande teor de citral temos: o capim lim&o (Cybopogon citratus), a verbena
(Verbena officinalis), a melissa (Melissa officinalis) e nas variadas espécies do género
Lippia como € o caso da L. alba (DUDAI et al., 2005).

Em alguns quimiotipos da espécie L. alba, em que o citral & seu composto
majoritario, foi possivel observar algumas atividades bioldgicas estas podendo estarem
atribuidas a esse composto e que se assemelham as citadas para o capim limdo, tais
como: calmante, antiespasmodica suave, analgésica, sedativa, ansiolitica e
antibacteriana (SILVA et al., 2012; SENA FILHO, et al., 2006).

O citral possui algumas atividades farmacologicas comprovadas, tais como
atividade antibacteriana, antifingica e antiparasitaria, sedativa, inseticida,
desodorizante, expectorante, indutora do apetite, espasmadica e diurética (CARLINI et
al., 1986; CARBAJAL et al., 1989; RICE e COATS, 1994; VALE et al., 1999; DO
VALE et al., 2002; FISHER e PHILLIPS, 2006; KIM et al., 2006; SANTORO et al.,
2007; RAMACHANDRAN et al., 2008). Este monoterpeno coibe a génese de 6xido
nitrico em lipopolissacarideo (LIN et al., 2008). Se utilizado em altas concentracdes ele
possui efeito no retardamento do efeito ansiogénico (DO VALE et al., 2002). Foi
demonstrado ainda acédo anti-inflamatdria e antinociceptiva (LIN et al., 2008; ORTIZ et
al., 2010). Estudos apontam que ele possui efeito sobre o sistema nervoso blogueando o

potencial de acdo composto (SOUSA et al., 2015).

2.4 Limoneno

O limoneno, 4-isoprenil-1-metil-ciclo-hexeno (Figura 3) com férmula
molecular CioHig € um monoterpeno monociclico podendo ser encontrado na

composicdo dos Oleos essenciais de diversas espécies de plantas sendo muitas dessas
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medicinais, das quais, encontram-se a L. alba e Artemisia dracunculus, além de ser
encontrado nos Oleos essenciais de plantas citrica como limdo, laranja e tangerina
(AMARAL, et al., 2007). Por possuir aroma citrico, o limoneno é muito utilizado como
fragrancia pelas perfumarias, sabonetes, alimentos e bebidas (SUN, 2007).

Esse monoterpeno € uma molécula quiral e pode ser abundantemente
encontrado na natureza na forma de dois enantibmeros. S-(-)-limoneno ou L-limoneno é
0 composto encontrado principalmente em uma variedade de plantas e ervas como
Mentha spp, ja o R-(+)-limoneno ou D-limoneno é o constituinte majoritario dos 6leos
das cascas de laranja e limédo, tendo como funcdes naturais principais nas plantas
prevencdo contra desidratacdo e inibicho de crescimento  microbiano
(DEMYTTENAERE et al., 2004).

D-Limoneno L-Limoneno

Figura 3. Estrutura quimica dos enantibmeros do limoneno, o (R)-limoneno e o (S)- limoneno,
respectivamente. Fonte: Adaptado (LEAL, L.H.Q, 2011).

Vaérios estudos foram realizados com o intuito de demonstrar alguns efeitos
desse monoterpeno. Hirota et al., (2010) sugeriram que o limoneno pode ser eficaz no
tratamento da asma bronquica, uma vez que ele possui efeito anti-inflamatério que,
provavelmente, ocorre pela inibicdo de citocinas, producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e inativacdo da migracdo de eosindfilos. Rozza et al., (2011)
demonstraram que esse composto possui atividade gastroprotetora em modelos de
Ulcera gastrica induzidos por indometacina e etanol. O limoneno apresenta também
atividade quimiopreventiva para cancer de mama, pulmao, pele e figado (CROWELL et
al., 1997).

O limoneno tem apresentado diversas atividades farmacologicas, tais como:
atividade antimicrobiana do oxido de limoneno, (KIM et al., 1995; ARRUDA et al.,
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2006), atividade antifungica do analogo sintético, do éxido de limoneno (BELETTI et
al., 2004), atividade antitumoral do limoneno, do Oxido e de seus derivados
(AGGARWAL et al., 2006; UEDO et al., 1999; CROWEL, 1999), atividade acaricida e
inseticida (IBRAHIM et al., 2001; PRATES et al., 2002; JAENSON et al., 2005) e
atividade antiparasitaria (RATES et al., 2001; ROSA et al., 2003; ANTHONY et al.,
2005).

2.5 Musculatura lisa do utero de ratas

O sistema reprodutor de ratas é composto pela vagina, um par de ovarios e um
conjunto de ductos sexuais (oviduto, cornos uterinos sendo esses em pares) (Figura 4),
os quais tem a funcdo de transportar os oocistos, proteger o embrido durante o

desenvolvimento em caso de fertilizagdo e a saida dos fetos durante o parto
(ANDERSEN, 2004).

oV

CO

U

CE

Figura 4: Representacdo anatdmica de Utero de rata wistar. Onde é possivel observar: (O) Ovario, (OV)
Oviduto, (CO) Cornos, (U) Corpo uterino e (CE) Cervix. Fonte: Adaptado (AKINLOYE, AK, et al,,
2010).

O Utero nos roedores consiste em tubos pares que partem dos ovarios onde sdo

separados por curtas tubas uterinas e se abrem ainda distintamente na vagina, e é
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denominado Utero duplo ou bifurcado. Em ratas de laboratorio (Rattus norvegicus) esse
orgdo é duplo, continuo contendo dois canais cervicais distintos que desembocam em
uma vagina simples (MARTINS et al.,, 2011) havendo uma importante camada
muscular longitudinal em cada corno uterino, a qual se torna transversa caudalmente na
juncéo dos dois cornos uterinos sendo essa camada o miométrio (MARTINS et al.,
2009). Em ratas assim como em outras espécies, 0 miométrio é constituido por duas
camadas distintas, a longitudinal exterior e uma camada interna circular com origem,
estrutura, funcdo e padrdes de contracdo diferentes. Em animais com um Utero
bifurcado, por exemplo, na rata, 0 musculo circular interior e longitudinal exterior,
existe uma maior facilidade de separacdo do que em utero de humano (VEALE et
al.,2000; AGUILAR; MITCHELL, 2010).

2.6 Mecanismo de contracdo da musculatura lisa

Essa musculatura esta presente em varios Orgdos importantes como vasos
sanguineos, estbmago, intestinos, bexiga, Utero, vias respiratorias, entre outros (WEBB,
2003).

Existem dois tipos de contracdo na musculatura lisa, a eletromecanica, que é
mediada pelos cations K* ou Na*, que promovem uma despolarizacio na membrana e
abrem canais para Ca®*. Outra forma de contracéo é a farmacomecanica, essa por sua
vez € mediada por agonistas como hormoénios, que se ligam aos seus receptores e
desencadeia o processo de abertura dos canais de Ca™" que pode estar na membrana ou
no reticulo-sarcoplamatico (RS).

O tipo de contragdo mais comum na musculatura lisa é conduzida
principalmente pela promocdo de potenciais de acdo através da membrana plasmatica,
ou potenciais de membrana (Vm), que resulta de um aumento transitério da
concentracdo do calcio [Ca®] citoséico livre. Esse mecanismo pode ser desencadeado
de duas formas, pela liberacdo dos estoques de célcio intracelulares [Ca*'] i, que
provem principalmente do reticulo sarcoplasmatico (RS) muito importante nesse tipo de
musculo, ou pela sua entrada através de canais para Ca>* na membrana plasmatica sendo
esses processos denominados farmacomecénico ou eletromecénico. (SOMLYO et al.,
1994; RANG, 2007; GRUBER et al., 2011).
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2.7 Mecanismo de contracdo e relaxamento uterino

Um aumento transiente na [Ca**] no citoplasma é o disparador principal para
uma contragdo do musculo do atero (SHMYGOL et al., 2007). A contracdo do
miométrio é sempre precedida por um aumento na [Ca®*] intracelular. A concentrac&o
de célcio intracelular é relativamente muito baixa (50 — 100 nM) em comparacao com a
concentracdo extracelular (2 mM). No entanto, a contracdo das células musculares lisas,
incluindo o miométrio depende principalmente no aumento da [Ca?*] i e de fato isto
pode ocorrer por meio das vias do influxo de calcio a partir do espaco extracelular para
dentro da célula e/ou liberacdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico (RS). O célcio
pode entrar na célula através de diferentes portas de membrana incluindo canais de
calcio operados por voltagem (VOCCs) em particular do canal de calcio do tipo L, de
calcio operados por estoque (SOCCs), e/ou através de canais de calcio operados por
receptores (ROCCs). (MCFADZEAN et al., 2002, ALBERT et al., 2003).

Assim como nos outros tipos de musculo liso a contragdo no miométrio pode
ocorrer através de dois mecanismos principais; o eletromecénico e o acoplamento
farmacomecanico. No acoplamento eletromecanico, a unidade principal para o aumento
do calcio intracelular é a despolarizacdo da membrana plasmatica. Basicamente,
alterando a permeabilidade ibnica da membrana celular uterina que leva a geracao de
um potencial de acdo, que, por conseguinte, despolariza a membrana celular e abre os
canais de calcio (Canais de célcio operados por voltagem (VOCC) / canais de célcio
tipo-L), resultando num influxo de calcio significativo e a ligacdo do calcio a
calmodulina (CaM). O complexo célcio-CaM, em seguida, ativa a quinase da cadeia
leve de miosina (MLCK) que ird fosforilar em seguida, a serina 19 na cadeia leve
reguladora da miosina (MLC20), permitindo ciclismo ponte cruzada actina-miosina e
interacdo, a hidrélise do Mg-ATP, e a producdo de contracdo (TAGGART et al., 2001).

Durante o acoplamento farmacomecanico, o aumento da [Ca®"] i é provocado
pela ligacdo de um agonista de receptor em vez de despolarizagdo da membrana
(embora possam ocorrer mudancas no potencial da membrana). Quando agonistas,
como a ocitocina ou prostaglandina F,, (PGF,,) ligam-se ao seu receptor especifico na
membrana plasmatica, que pode fazer com que a pequena monomérica proteinas-G se
ligue a GTP e ativam a fosfolipase C (PLC). Este posteriormente cliva fosfatidilinositol
bifosfato (PIP2) na membrana celular e produz o inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol
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(DAG) segundos mensageiros. O IP3, em seguida, se liga ao seu receptor especifico na
superficie do reticulo sarcoplasmético (RS) e aumentando assim a [Ca**] i e 0 DAG por
sua vez, ativa proteina quinase C (PKC) (OTAIBI, 2014) (Figura 5).

Para que ocorra o relaxamento na musculatura uterina € necessario que haja
uma queda na [Ca®*] i que se dissocia gradualmente da calmodulina e, eventualmente,
diminuindo a ativacdo do MLCK. O calcio é retirado do citosol por bombas de calcio
gue movem a calcio contra o seu gradiente de concentracdo através da membrana
plasmatica ou reticulo sarcoplasmatico. A remocéo de calcio se da através de proteinas
especificas; estas sdo Ca®*-ATPase na membrana plasmatica (PMCA), e Na* / Ca**
(sodium-calcium exchanger-NCX), e SERCA no reticulo sarcoplasméatico. O PMCA
transporta o célcio do citoplasma para o espago extracelular a custo de hidrolise de
ATP. NCX permite uma troca de ions de calcio para o meio extracelular em troca com
trés ions do sodio para o meio intracelular. Além disso, as bombas SERCA, permite a
entrada do célcio que estd no citoplasma para o interior do reticulo sarcoplasmatico
usando ATP, o papel da SERCA no sequestro do célcio para o RS foi investigado em
miomeétrio ratas gravidas (SHMIGOL et al., 1999, TAGGART et al., 1998) (Figura 5).

Além das vias de contracdo existentes no musculo liso, existem vias de
modulacdo desta contragdo, como € o caso da Rho cinase (ROK). A inibicdo da miosina
fosfatase (MP) fundamenta o fenomeno de sensibilizacdo ao Ca?*, que ocorre em
resposta a ativacdo da cascata de sinalizacdo RhoA da proteina G monomérica. A RhoA
ativa a Rho cinase, que, por sua vez, inibe a MP por mecanismos direto e indireto. A
inibicdo direta da MP pela ROK ativada envolve a fosforilagdo da ROK da subunidade
da MP de ligacdo a miosina (MBS). A inibigdo indireta da MP pela ROK ativada
abrange a fosforilacdo do CPI-17, proteina enddgena de 17 kDa, que, entdo, inibe a MP.

Os hormonios/agonistas, como as catecolaminas (atuando nos receptores al-
adrenérgicos), a vasopressina, a endotelina, a angiotensina e 0s agonistas muscarinicos,
aumentam a sensibilidade da contragdo do musculo liso ao Ca++, por meio da
sinalizacdo RhoA/ ROK. A ROK tambeém pode ser ativada pelo acido araquiddnico e
inibida pelo Y-27632, inibidor altamente especifico. A RhoA inativa localiza-se
geralmente, no citosol, ligada ao GDP e & proteina inibidora (inibidor de dissociagdo
Rho-GDP [GDI]). A ligacdo do agonista a varios receptores G-acoplados pode ativar a
RhoA pela estimulacdo do fator de troca do nucleotideo guanina (GEF), para produzir

RhoA-GTP, que se localiza no sarcolema e ativa a ROK. A hiperatividade da cascata de
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sinalizacdo RhoA/ ROK tem sido implicada em varias condi¢cbes patolégicas, como a
hipertenséo e o vasospasmo (BERNE & LEVY, 2009).

Ca®
VOCC ( Canal de calcio tipo-L)
Ca”

| PMCA M~ Qciticina ou PGF
Ca®

TCa:. Ca¥

Ca? Calmodulina

MLCK

Ca*!
ATPNSERCALS

P> i =
Ca®
Ca? -
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Miosina®
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| |

Re‘axamer.!o] [ Contracdo ]
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Trocador Na*/Ca**

Figura 5: Representacdo mostrando a entrada de célcio e o inicio da contragdo do musculo liso uterino. A
despolariza¢do da membrana plasmatica abre os VOCC do tipo-L resultando em um influxo de Ca2* para
a célula. O calcio, em seguida, forma um complexo de proteina com calmodulina e ativa a miosina-
quinase de cadeia leve que, em seguida fosforila a cadeia leve da miosina (P). Miosina fosforilada se liga
com a actina e inicia ciclismo ponte cruzada levando a contragéo uterina. Por outro lado, o relaxamento é
provocado pela desfosforilagdo da cadeia leve de miosina por fosfatase da cadeia leve de miosina e
extrusdo de célcio para o exterior da célula através de um transporte ativo de célcio através da Ca?*-
ATPase na membrana plasmética e/ou sequestro para 0 RS por bombas de SERCA e/ou de Na* / Ca*".
Ocitocina e outros estimulantes uterinos aumentam a contracdo através da ligacdo ao seu receptor
especifico na membrana da célula e ativa a proteina G, que por sua vez liga-se a GTP monoméricos e
promove a ativagdo da PLC, que subsequentemente cliva o bifosfato de fosfatidilinositol (PIP2) na
membrana celular e gera trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG) segundos mensageiros. 1P3,
em seguida, liga-se ao seu receptor especifico na superficie do RS e, assim, aumenta a [Ca®'] i. DAG
ativa PKC. Fonte: Adaptado (OTAIBI, M.A.L, 2014).

2.8 Prematuridade

A prematuridade se d& pela interrupgdo da gravidez antes de completar as 37
semanas de gestacdo, podendo ser classificada como eletiva ou espontanea dependendo
da evolugéo clinica, porém se essa interrupcao se der no primeiro trimestre denomina-se
aborto. A musculatura uterina € vista por ser uma estrutura que é responsavel pelo
desencadeamento do parto prematuro provocado por suas contragdes antes de completar

37 semanas de gestacéo.
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No caso da prematuridade eletiva, a gestacdo é interrompida por motivos de
complicagdes maternas (por exemplo, doenca hipertensiva, descolamento prematuro de
placenta, placenta prévia etc.) e/ou fetais (por exemplo, restricdo do crescimento fetal
ou sofrimento fetal), em que o fator de risco € geralmente conhecido e corresponde a
25%, podendo chegar a 35,2% quando gestacdes multiplas séo incluidas (BITTAR et
al., 2009; RADES et al., 2004). Enquanto que os casos de prematuridade espontanea
correspondem a 75% e decorre do trabalho de parto prematuro. Como nesse caso, a
etiologia é complexa e multifatorial ou desconhecida. Tornando-se mais dificil a
implementacdo a prevencdo primaria, restando apenas, a prevencdo secundaria ou
terciaria. Com a melhora na deteccdo de alguns casos clinicos como, modificacdes do
colo uterino e/ou as reagdes bioquimicas, torna-se possivel adotar medidas preventivas
secundarias e também tercidrias, tais como repouso, cerclagem do colo uterino, uso da
progesterona, tocolise, corticoterapia antenatal e transferéncia da gestante para uma
maternidade de atendimento terciério (BITTAR et al., 2009).

A principal causa de morbidade e mortalidade neonatal é a prematuridade,
sendo responsavel por 75% das mortes neonatais, sendo que a morbidade esta
diretamente relacionada aos disturbios respiratorios e as complicacdes infecciosas e
neurolégicas (RADES et al., 2004).

Neste sentido, 0 uso dos tocoliticos betamiméticos, pode ser citado como um
dos principais métodos utilizados na area da obstetricia para reverter o trabalho de parto
prematuro, consequentemente reduz a morbi-mortalidade neonatal relacionada a este
evento (KEIRSE, 1984; KEIRSE et al., 1993,).



JUSTIFICATIVA

Fonte: https://br.pinterest.com/pin/767019380256453694/
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3 JUSTIFICATIVA E PROBLEMATIZACAO

Nos levantamentos de estudos cientificos tem mostrado que do ponto de vista
farmacoldgico, a L. alba é, provavelmente, a espécie mais estudada do género Lippia
(HENNEBELLE et al., 2008). Como visto anteriormente, diversos efeitos foram
comprovados, como: antiviral, antifingica, antioxidante, sedativa, anticonvulsivante e
antiespasmadica intestinal (MONTEIRO et al., 2007), também foi demostrado a sua
acdo antiespasmaodica em traqueia isolada de ratos (CARVALHO, 2014).

O Utero possui em sua estrutura uma musculatura lisa cuja sua contragcdo antes
de completar 37 semanas de gestacdo pode provocar o parto prematuro. Sendo que a
prematuridade vem crescendo nos ultimos anos e ainda sdo escassos os fitoterapicos
com acdo tocolitica. Tendo em vista a importancia de elucidar este efeito em
fitoterapicos com o intuito de minimizar os efeitos colaterais uma vez que 0s sintéticos
atuais apresentam inameros destes efeitos como: hiperglicemia, hipocalcemia,
hipotensdo, insuficiéncia cardiaca, arritmias, taquicardias, isquemia miocérdica e edema
pulmonar.

Entretanto até o0 momento nao ha relatos na literatura que demonstre o efeito do
OELa sobre a musculatura lisa uterina. Com base nestes dados, faz-se necessario
elucidar seus efeitos e de seus constituintes citral e limoneno em miométrio. Acredita-se
que este estudo dara uma melhor compreensao do mecanismo de acdo do OELa e seus
compostos citral e limoneno sobre musculatura lisa uterina, e assim caracterizar suas

atividades terapéuticas.



OBJETIVOS

Fonte: https://br.pinterest.com/pin/767019380256453694/
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar a atividade tocolitica do 6leo essencial de L. alba e seus constituintes
majoritarios citral e limoneno, caracterizando seus mecanismos de acdo sobre o Utero

isolado de ratas wistar.

4.2 Objetivos especificos

e Analisar o efeito do OELa e seus constituintes majoritarios citral e limoneno
sobre contracBGes do miométrio induzidas por KClI,

e Auvaliar o efeito do OELa, citral e limoneno nas vias da ocitocina, acetilcolina e
serotonina;

e Verificar a agdo do OELAa, citral e limoneno sobre os canais para Ca" utilizando
o BaCl, e o inibidor da Rho quinase.

e Investigar o efeito do OELa sobre 0s canais para potassio;

e Auvaliar o efeito do OELa sobre a cicloxigenase.



METODOLOGIA

Fonte: https://br.pinterest.com/pin/767019380256453694/
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Materiais

5.1.1 Sais e farmacos

As drogas e reagentes que foram utilizadas possuem grau e pureza analitica, e
foram obtidos das companhias Sigma Chemical Corporation (St. Louis, (Missouri,
USA), Merck (Darmstadt, Germany) e Reagen (Rio de Janeiro, RJ, Brasil), mantidas
sob condicdes indicadas pelo fabricante.

Para preparacdo das solugdes foram utilizadas as seguintes substancias: cloreto
de potéssio (KCI), cloreto de sédio (NaCl), cloreto de magnésio (MgCl,), cloreto de
calcio (CacCl,), glicose (CgH120g), fosfato de sddio (NaH, PO,), carbonato de sodio
(NaHCO3) cloridrato de acetilcolina (Ach), &cido etileno-bis (b-amino-etil-éter)-
N,N,N’ N’-tetracético (EGTA), Tween. As concentracdes foram expressas em
milimol/litro (mM).

Foram utilizados farmacos de acordo com os fins destinados, tendo controle do
Seu uso e armazenamento, tais como: Ocitocina, dietilestilbestrol, serotonina (5-HT),
nifedipina e Y27632.

5.1.2 Oleo essencial de L. alba (Mill.) N. E. Brown

O oleo essencial de L. alba (Mill.) N. E. Brown que utilizamos foi fornecido
pelo Dr. Sergio Horta (Fazenda experimental da UFC) e analisado no Laboratério de
Produtos Naturais e do Parque de Desenvolvimento Tecnolégico (PADETEC) da
Universidade Federal do Ceard. Os componentes identificados como majoritarios na
amostra de OELa, o citral 61,65% [geranial (35,84%) e neral (25,81%)] e o limoneno
(15,69%), foram adquiridos da companhia Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA).
O acompanhamento dos constituintes presentes no OELa foi realizado através de

técnicas cromatograficas, analisados no PADETEC.



41

5.1.3 Solucdes

A solugéo nutritiva de Tyrode modificada (TM ou Tyrode) possui a seguinte
composicdo em mM: NaCl=136; KCI=5,0; MgCl,=0,98; NaH,P0,=0,36;
NaHCO3=11,9; CaCl,=2.0 e C gH 12 O=5,5. A solugdo nutritiva foi mantida com
aeracdo constante, a temperatura de 32° + 1 °C e o pH ajustado para 7,4 através de HCI
1M e/ou NaOH 1M.

O OELa, citral e limoneno foram diluidos diretamente em Tyrode e tween
(0,02%) seguido de agitacdo em aparelho, vortex agitador. A serotonina, acetilcolina e
BaCl, foram dissolvidos em agua destilada, ja a nifedipina foi diluida em etanol. Todas
as solugdes estoques foram armazenadas a -4 °C para posterior utilizagéo.

As administragdes do OELa, citral e limoneno, bem como do KCI e ocitocina,
foram realizadas de modo hiperténica, dos quais foram administrados volumes
especificos diretamente nas camaras do banho para atingir as concentracdes finais
desejadas nas camaras do banho de 6rgéo isolado.

A solucdo isenta de calcio ou “zero célcio” (0Ca?") foi produzida com a

omissdo do CaCl, da solucéo de Tyrode e adicédo de 0,2 mM de EGTA.

5.1.4 Animais experimentais

Os animais utilizados foram ratas da espécie Rattus norvegicus albinos
(virgens) da variedade wistar, pesando entre 180-250 gramas, provenientes do Biotério
Central da Universidade Regional do Cariri - URCA. Os mesmos foram mantidos sob
condicBes constantes de umidade e temperatura de 23 £ 2 °C, em ciclo claro/escuro de
doze horas, e mantidos com acesso a agua e ragdo, ad libitum. Os animais foram
tratados seguindo as recomendacbes de manuseio bioético do Guia Internacional de
Principios para Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais, Sui¢a, e do livro “Principios
¢ticos na experimentagdo animal” do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), Brasil.

Este trabalho foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica e Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Regional do Cariri — URCA, registrado sob o
nimero de protocolo: 00158/2015.2 (Anexo 1). A pesquisa realizada é de cunho
experimental randomizada e quantitativa. Modelos animais foram os veiculos para a

aquisicdo de informac0es relativas a acdo farmacoldgica das substancias examinadas.



42

5.2 Métodos

5.2.1 Preparacdo do tecido

Os animais foram tratados 24 h antes do inicio dos experimentos com
dietilestilbestrol (1 mg/kg s.c.) para inducdo do estro. Decorrido este tempo, foram
eutanasiados em camara de CO,. Ap0s a abertura da cavidade abdominal, foi feita a
dissecacdo do utero, colocando-o em uma placa de Petri contendo solucéo nutritiva de
Tyrode modificado. Em seguida, os dois cornos uterinos foram separados por meio de
uma incisdo, abertos longitudinalmente e suspensos verticalmente em cubas de vidro
(10 mL) em temperatura de 32 £ 1 °C. Para estabilizacdo da preparacdo, esta foi mantida
em repouso por = 1 h antes do contato com qualquer agente, sob tensdo de repouso de 1
g, efetuando, neste periodo, a renovacdo da solucdo nutritiva a cada 10 min. Apd6s o
periodo de estabilizacdo, foram evocadas duas curvas consecutivas e do tipo
concentracdo-resposta cumulativas similares ao KCI ou ocitocina com intervalos de

lavagem entre eles.

5.2.2 Medidas da atividade contratil do Utero

As tiras uterinas foram montadas, cada uma por vez, no banho de 6rgdo. As
medidas da atividade contratil do tecido foram mensuradas fixando duas hastes
metélicas em cada uma das extremidades das tiras uterinas, 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 tenséo isométrica
produzida pelo miométrio, sendo transformadas em sinais elétricos. O tansdutor estava
conectado a um amplificador diferencial (DATAQ, modelo PM-1000, USA) e esse 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).
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Figura 6: Imagem do equipamento utilizado para medir a resposta mecanica do musculo liso. 0O1:
Transdutores de forga mecanica acoplados a hastes fixas de sustentacdo; 02: Banho de 6rgdos de quatro
cubetas com capacidade para 10 mL; 03: Interface de 4 canais conversora de sinal mecénico em sinal
analégico digital; 04:Modulo isolador estabilizado; e 05: Monitor responsavel por abrigar software
WINDAQ. Fonte: Autor (Morais, L.P, 2017).

5.2.3 Protocolos experimentais

Decorrido o tempo de estabilizagcdo todos os protocolos iniciaram com duas
contragOes subsequentes, com intervalo de 30 minutos, reproduzidas pela adi¢édo de 60
mM de KCI (K60), de modo hipertdnico, administrados em tiras do miométrio com
intervalo de lavagem entre elas. Esta manobra teve a finalidade de avaliar a viabilidade
da preparacao e a capacidade contratil do mioétrio isolado. Apos a contracdo induzida
pelo K60 atingir valores estaveis, um platd, a resposta maxima obtida foi considerada a
contracdo maxima da tira. Apenas 0s experimentos com contra¢@es reproduziveis foram
considerados viaveis para as séries experimentais.

Todos os experimentos foram realizados sempre com a existéncia de uma
preparacdo controle e experimental, a qual foi submetida as mesmas situagdes e aos
mesmos protocolos experimentais. As preparacdes controle receberam somente o
veiculo, Tween, diluido em solucdo de Tyrode, nas mesmas proporcoes utilizadas nas
preparacGes experimentais. Mostrando assim que as contracdes se matem até o final do

experimento, e também que o diluente ndo esta alterando estas contragdes.
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5.2.3.1 Protocolo 1: Efeito tocolitico do OELa, citral e limoneno sobre
contracgdo induzida por K™ em Gtero isolado de rata.

Para avaliar o efeito relaxante na contragdo do musculo liso que ocorre pelo
acoplamento eletromecénico, foram administradas concentragdes crescentes e
cumulativas do OELa e citral(1, 2, 3, 10, 30, 100, 200, 300 e 600 pg/mL) e do limoneno
(1, 2, 3, 10, 30, 100, 200, 300, 600 e 1200 pug/mL), em preparacdes de tiras miometriais

isoladas, sobre o platd da contracédo uterina estavel induzida por K60.

OELa, Citral e Limoneno
1,2,3,10,30,100,200,300,600 ¢ 1200

0 g _IT0070 0

W@
I AR

K60 | | K60 | | K60 |

[keo | | xe0 |

Figura 7: Esquema ilustrativo do protocolo 1, via eletromecénica. K60 — Contra¢des promovidas por 60
mM de KCI; TM — Lavagem com tyrode modificado.
5.2.3.2 Protocolo 2: Efeito tocolitico do OELa, citral e limoneno sobre

contracdes induzidas e sustentadas por ocitocina em Utero isolado de rata.

Para testar o efeito do OELa, citral e limoneno sobre o acoplamento
farmacomecanico, essas substancias foram administradas cumulativamente (1-600
pg/mL para o OELa, e citral e de 1-1200 pg/mL para o limoneno) sobre o platé da
contracdo estavel induzida por ocitocina (10UI/mL) em tiras miometriais de rata.

OELa, Citral e Limoneno
1,2,3,10,30,100,200,300,600 ¢ 1200

0 g 70070 i

Yy o~ by
£ o o IR

K60 | [ 0 | | or |

[keo | [ xe0 |

Figura 8: Esquema ilustrativo do protocolo 2, via farmacomecanica. K60 — ContragGes promovidas por
60 mM de KCI; OT — Contragdes promovidas por 102UI/mL de ocitocina; TM — Lavagem com tyrode
modificado.
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5.2.3.3 Protocolo 3: Efeito inibitério do OELa, citral e limoneno sobre

contragdes induzidas por serotonina (5-HT).

Para testar o efeito do OELa, citral e limoneno sobre avia da serotonina, essas
substancias foram administradas o OELa e citral (600 pg/mL) e limoneno (1000
ug/mL), sobre o platdé da contracdo estavel induzida por 5-HT (10 pM) em tiras

miometriais de rata.

OELa (600 pg/mL ), Citral (600 pM)
Limoneno (1000 pM)

w
¢ o IR

K60 | | K60 | | 5.HT |

B e

Figura 9: Esquema ilustrativo do protocolo 5, via da serotonina. K60 — Contragdes promovidas por 60
mM de KCI; 5-HT — Contra¢es promovidas por serotonina; TM — Lavagem com tyrode modificado.

5.2.3.4 Protocolo 4: Efeito inibitério do OELa, citral e limoneno sobre

contragdes induzidas por acetilcolina (ACh).

Para testar o efeito do OELa, citral e limoneno sobre a via colinérgica, essas
substancias foram administradas o OELa e citral (600 pg/mL) e limoneno (1000
ug/mL), sobre o platd da contragdo estavel induzida por ACh (10 uM) em tiras

miometriais de rata.

OELa (600 pg/mL ), Citral (600 pM)
Limoneno (1000 pM)

W
¢ 2 o IR

K60 | [ Koo | | acn |
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Figura 10: Esquema ilustrativo do protocolo 6, via da acetilcolina. K60 — Contragdes promovidas por 60
mM de KCI; ACh — Contra¢Bes promovidas por acetilcolina; TM — Lavagem com tyrode modificado.

5.2.3.5 Protocolo 5: Efeito inibitério do OELa, citral e limoneno sobre
contracdes induzidas por BaCl,.
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Neste protocolo foi avaliado o efeito inibitério do OELa, do citral e do
limoneno em contracdes induzidas pelo fon Ba?*, nas preparacdes de tiras miometriais,
despolarizados por potassio (K80 mM) em solucdo livre de Ca**. Logo ap6s verificar a
viabilidade do tecido, a preparacdo foi mantida em solucdo de Tyrode livre de célcio
(0Ca**) na presenca de alta concentracdo de potéassio (K80 mM) e EGTA (1 mM), afim
de reduzir o célcio extracelular.

Em seguida, o OELa e citral (600 pg/mL) e limoneno (1000 pg/mL), ou apenas
o controle, foram adicionados a preparacdo, e seus efeitos expressos em curvas
cumulativas concentracdo-resposta de BaCl, (0,1-30 mM) foi avaliada. Também foi
incluido na curva a nifedipina (1 uM), um bloqueador de canais de diidropiridina, como
controle positivo, sendo adicionada no lugar do veiculo e depois de 10 min, sendo

realizada curva cumulativa concentracdo-resposta de BaCl,.

K80/0Ca™/EGTA K80/0Ca*

™ I BaCl, I ™

™ OELa’ Citral Timoneno/ 0 30 w v| VoA .;L

™ ™

5

v ¢ Nifedipina 3
IAVA: S S N
[

U O 040 i
[x60 | [ koo | | xs0 ][ xs0 | K60

Figura 11: Esquema ilustrativo do protocolo 3, envolvimento dos VOCCs. K60 — Contracdes
promovidas por 60 mM de KCI; K80 — Contra¢es promovidas por 80 mM de KCI; TM — Lavagem com
tyrode modificado; 0Ca?" - Lavagem com tyrode isento de calcio.

5.2.3.6 Protocolo 6: Efeito do OELa sobre as contracfes tonicas induzidas
por ocitocina, na presenca e na auséncia de tetraetilamonio (TEAT'), 4-

aminopiridina (4-AP) ou glibenclamida.

O utero era montado como descrito no item 5.2.2. O tecido permanecia em
repouso por 1 h em contato com a solucdo de Tyrode modificado. Apos este periodo era
feita a viabilidade e induzido uma contracéo pela adicdo de 10 UI/mL de ocitocina e
sobre o platb da contracdo era adicionado o OELa (1-600 pg/mL) de forma cumulativa.
Em outro experimento, era adicionado a outra cubeta por 20 min 1 mM de
tetraetilamonio (TEA"), que nessa concentragio ¢ um bloqueador seletivo dos canais
para potassio de grande condutdncia ativados pelo Ca®** (BKc) (HUANG, 1998,
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MURRAY et al., 1991), 3 mM de 4-AP, um bloqueador dos canais para potassio
abertos por voltagem (Kyv) (AARONSON et al., 2006), 3x10™ M de glibenclamida, um
blogueador dos canais para potdssio sensiveis ao ATP (Katp) (HUGHEST;
HOLLINGSWORTH, 1997). Apés esse periodo uma nova contracéo pela adicio de 107
Ul/mL de ocitocina era induzida na presenca desses bloqueadores. Ao atingir o platd da

contracdo o OELa era adicionado cumulativamente a cubeta, em preparagdes diferentes.

OELa
1,2, 3, 10,30, 100,200, 300 e 600 pg/mL

i3 Tommr oo
L N a1

K60 K60  Blog OT

K
20

Figura 12: Esquema ilustrativo do protocolo 7, efeito do OELa sobre bloqueadores para canais de
potassio. K60 — Contracdes promovidas por 60 mM de KCI; OT — Contragdes promovidas por 102Ul/mL
de ocitocina; Bloq K 20° — Adicionado bloqueadores de canais para potassio 20 minutos antes da
ocitocina; TM — Lavagem com tyrode modificado.

5.2.3.7 Protocolo 7: Efeito comparativo do OELa, citral e limoneno com a

via da proteina Rho cinase (RhoK), em miométrio de rata.

Com a finalidade de avaliar a atuagéo do OELa, do citral e do limoneno pela via
da RhoK, foi promovida uma contracdo sustentada por uma solucdo isoténica de KCI
(K80), e sobre este platd de contracdo, administrou-se o0 Y27632 (1 uM), um inibidor da
Rho cinase. Em experimentos similares, foram administrados o OELa e citral (600
pMg/mL) ou o limoneno (1200 pg/mL) sobre o platd da contracdo por K80, afim de

comparar com o efeito do Y27632.

Y27632, OELa, Citral, Limoneno

JY) T T~ Y
S IR

K60 | I | xs0 |

[ keo | [ ko0 |

Figura 13: Esquema ilustrativo do protocolo 4, via da Rho cinase. K60 — Contraces promovidas por 60
mM de KCI; K80 — Contrag¢bes promovidas por 80 mM de KCI; TM — Lavagem com tyrode modificado.
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5.2.3.8 Protocolo 8: Efeito do OELa sobre as contracGes tonicas induzidas

por ocitocina, na presenca e na auséncia de indometacina.

O datero era montado como descrito no item 5.2.2. O tecido permanecia em
repouso por 1 h em contato com a solucéo de Tyrode modificado. Ap0s este periodo era
feita a viabilidade e induzido uma contracdo pela adicdo de 10 UI/mL de ocitocina e
sobre o plat6 da contragéo era adicionado o OELa na concentracdo maxima utilizada no
protocolo 2. Em outro experimento, era adicionada a outra cubeta por 20 min 100 uM
de indometacina, bloqueador ndo seletivo das ciclooxigenases. Apos esse periodo uma
nova contragéo pela adicso de 10 Ul/mL de ocitocina era induzida na presenca desses
bloqueadores. Ao atingir o platd da contracdo o OELa era adicionado a cubeta, em

preparacdes diferentes.

™ ﬁ ﬂ . ™
Inda SN ST
K60 K60  [ud. OT ﬁ ﬁ

Figura 14: Esquema ilustrativo do protocolo 8, efeito do OELa sobre a cicloxigenase. K60 — Contracdes
promovidas por 60 mM de KCIl; OT — Contragdes promovidas por 102UI/mL de ocitocina; Ind. —
Adicionado indometacina 20 minutos antes da ocitocina; TM — Lavagem com tyrode modificado.

5.3 Analise estatistica

Os resultados dos dados foram apresentados como média + E.P.M. (n), onde n
representa 0 numero de experimentos e E.P.M. € o erro padrdo da média. Os graficos
foram produzidos através do software Sigma Plot 10.0 para analise estatistica. Para
comparacgéo de dois grupos, foi realizado o teste t pareado ou ndo pareado; para mais de
dois grupos experimentais, ANOVA seguido de técnica de contraste (testes

paramétricos ou ndo paramétricos), conforme apropriado. Em todas as andlises
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estatisticas, os valores foram representados pela Média + Erro Padrdo da Média (EPM)
e considerados estatisticamente significantes os resultados que apresentarem
probabilidade de ocorréncia da hipdtese de nulidade menor que 5% (p < 0,05). As ICxs
foram calculadas por interpolacdo semilogaritmica e ajuste sigmoide através do
software Sigma Plot 10.0, sendo consideradas neste trabalho como a concentracdo da

substancia que é capaz de produzir 50% do efeito inibitério méaximo.
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Fonte: https://br.pinterest.com/pin/767019380256453694/
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6 RESULTADOS
Artigo

Atividade tocolitica do 6leo essencial de Lippia alba (cidreira) e seus constituintes

majoritarios citral e limoneno em utero isolado de ratas wistar.

L.P. de Morais®, R.E.S. da Silva ? C.R. dos Santos®, I. R. A. Menezes %, M. R.
Kerntopf?, José Henrique Leal Cardoso °, R. Barbosa®

# Programa de Pds-graduacgdo em Bioprospecgdo Molecular, Departamento de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Regional do Cariri, Campus of Pimenta, 63105-010, Crato,
CE, Brazil.

® Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas, Universidade Estadual do Ceara - UECE

Resumo:

A espécie brasileira Lippia alba (Mill.) N. E. Brown pertence a familia Verbenaceae é muito abundante e
cresce espontaneamente em todo territorio brasileiro. Popularmente chamada de erva cidreira, tem seu uso
popular devido suas propriedades sedativas, carminativas e analgésicas. O objetivo deste estudo foi
investigar a acdo do 0Oleo essencial de L. alba e seus constituintes e caracterizar 0 seu mecanismo de agao
sobre o Utero isolado de rata. Para desenvolvimento desta pesquisa foram utilizados ratas Wistar, com
massa corpdrea entre 180-250 g. Apds eutandsia, o Utero foi removido, em seguida feito um corte vertical
em cada um dos cornos para obtencdo de tiras de 2 cm de comprimento, os quais foram mantidos em
Tyrode modificado aerado, pH 7,4, a 32°C, para registro isométrico das contra¢cbes musculares. Para
avaliar o efeito do OELa, citral e limoneno, foram administradas concentragdes cumulativas (OELa e
citral 1-600 pg/mL, limoneno 1-1200 pg/mL) em tiras de Utero, sob tensdo de 1 g. OELa, citral e
limoneno relaxaram de forma dependente da concentracéo preparaces de miométrio pré-contraidos por
KCI (60 mM) (ICs= 37,96 = 2,41, 130,90 = 2,82, 316,47 = 3,12 pg/mL, respectivamente), ou
previamente contraidas por ocitocina (102 UI/mL) (ICs,= 44,96 + 4,26, 52,48 + 2,32 e 186,83 + 2,69
pg/mL, respectivamente). Estes dados demonstram que o OELa, o citral e o limoneno provocam
relaxamento da musculatura lisa uterina sendo o OELa e o citral mais potentes que o limoneno. As trés
substancias em estudo também foram capazes de relaxar a musculatura uterina pré-contraidas por 5-HT
(10 pM), e ACh (10 pM). O OELa o citral inibiram os canais para célcio do tipo L, uma vez que essas
substancias inibiram contracdes induzidas pelo Ba?* (0,1-30 mM) cujo comportamento similar foi
observado nas prepara¢Bes pré-incubadas com nifedipina (1 uM), ja o limoneno nédo inibiu de forma
significante estas contra¢fes. Verificamos que as trés substancias agem via Rho cinase, uma vez que
utilizou-se um bloqueaor especifico da via 0 Y27632 (1 uM), as trés substancias apresentaram resposta
semelhante ao bloqueador, podendo esta ser uma das vias utilizadas. Diante disso observou-se que 0
OELa, o citral e o limoneno apresentaram efeito antiespasmadico em Utero isolado de ratas, revelando
assim que este efeito pode ser mediado por mecanismos intracelulares, os quais provavelmente envolvem
a regulacéo da sensibilidade ao Ca*? do sistema contratil do musculo liso uterino.

Palavras-chaves: Lippia alba, efeito relaxante, citral, limoneno, Utero, masculo liso.
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Introducao

A espécie brasileira Lippia alba (Mill.) N. E. Brown pertencente a familia
Verbenacea € muito abundante e cresce espontaneamente em todo territdrio brasileiro.
Ela é popularmente conhecida por erva cidreira, erva-cidreira-brasileira, falsa-melissa,
cidreira-carmelitana, cha-de-tabuleiro, erva-cidreira-do-campo, salvia, entre outras
sinonimias [1,2]. Na medicina popular por apresentar diversas propriedades
farmacologicas essa planta é utilizada como: sedativo, analgesico, anti-inflamatorio,
antipirético, desordens intestinais, doencas hepaticas, colicas menstruais e
antiespasmadico [3].

O citral constituinte majoritario do 6leo essencial da L. alba (OELa), do ponto
de vista molecular € formado pela juncdo de dois compostos isémeros, 0 trans-isomero
geranial e o cis-isémero neral, [1]. O citral possui algumas atividades farmacoldgicas
comprovadas, tais como atividade antibacteriana, antifingica, antiparasitaria, sedativa e
expectorante, espasmadica e diurética [4,5,6,7,8].

O limoneno, 4-isoprenil-1-metil-ciclo-hexeno com formula molecular C10H16,
€ um monoterpeno monociclico [9]. Por possuir aroma citrico, o limoneno é muito
utilizado como fragréancia pelas perfumarias, sabonetes, alimentos e bebidas [10]. O
limoneno tem apresentado diversas e interessantes atividades farmacoldgicas, tais como:
atividade antimicrobiana [11,12], atividade antifingica [13], atividade antitumoral [14]
e atividade antiparasitaria [15].

Sabe-se que ainda sdo raros os fitoterdpicos com acdo tocolitica e que a
prematuridade vem crescendo nos ultimos anos. Tendo em vista que a contracdo da
musculatura lisa uterina antes de completar as 37 semanas de gestacdo desencadeia o
parto prematuro e que ha escassez o0s estudos nessa area, se faz necessario elucidar os
efeitos da L. alba e seus constituintes citral e limoneno em miométrio uterino. Acredita-
se que este estudo nos dara uma melhor compreensdo do mecanismo de acgdo do 6leo
essencial da L. alba e seus constituintes citral e limoneno sobre musculatura lisa uterina

e assim caracterizar suas atividades terapéuticas.
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Materiais e métodos

- Solucgdes e drogas

A solucdo fisioldgica 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,POy; 11,9 NaHCOg3; 2,0 CaCl, e 5,5 Glicose, mantida & temperatura de 37° C e pH
ajustado para 7,4 através de HCI 1 M e/ou NaOH (1 M). O OELa, o citral e o limoneno
foram preparados na forma de solucdo, diluidos diretamente em Tyrode e tween, a
nifedipina foi diluida em etanol, e os demais farmacos e seus estoques foram diluidos
em 4gua destilada. A solucdo isenta de calcio ou “zero calcio” (0Ca®") foi produzida
com a omissdo do CaCl, da solucéo de Tyrode e adi¢do de 0,2 mM de EGTA. Todos 0s
sais e reagentes utilizados foram de grau e pureza analitica, obtidos da companhia
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA).

- Animais

Foram utilizadas ratas Wistar (Rattus norvegicus) pesando entre 180-250
gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade Regional do Cariri - URCA.
Os mesmos foram mantidos sob condi¢des constantes de umidade e temperatura de 23 +
2 °C, em ciclo claro/escuro de doze horas, com acesso a agua e ragdo ad libitum,
tratados de acordo - Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), Brasil.
Aprovado pela Comissdo de Etica e Uso de Animais (CEUA) - URCA, registrado sob o
namero de protocolo: 00158/2015.2 (Anexo 1).

- Preparacgdo para isolamento do tecido

Os animais foram tratados 24 h antes do inicio dos experimentos com
dietilestilbestrol (1 mg/kg s.c.) para inducdo do estro. Decorrido este tempo, foram
eutanasiados em camara de CO,. Apds a abertura da cavidade abdominal, foi feita a
dissecacdo do Utero e separacdo dos cornos medindo entre 1,5-2 cm de comprimento,
gue em seguida foram abertos longitudinalmente. Estes foram mantidos em camara de
banho de orgdos isolado com capacidade para 10 mL da solucdo nutridora Tyrode,
mantidos sob continua aeracdo por borbulhamento de ar, temperatura de 32 °C e pH 7,4.
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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 analogica digital (DATAQ DI-200) instalada em um computador,
cujos dados coletados foram convertidos em tracados e armazenados em arquivos
através do software WINDAQ (DATAQ Instrumentos, Inc. USA). Para estabilizacéo da
preparacdo, o tecido foi mantido em repouso por + 1 h sob tensédo de 1g. Todos 0s
protocolos iniciaram com duas contracfes subsequentes, reproduzidas pela adi¢do de 60
mM de KCI (K60), de modo hipertdnico nas tiras miometriais estudadas, e apds atingir
valores estaveis, um platd, a resposta méaxima obtida foi considerada a contracdo
maxima do anel. Apenas 0s experimentos com contragcOes reproduziveis foram
considerados Vviaveis para as séries experimentais.

Todos os experimentos foram realizados sempre com a existéncia de uma
preparacdo controle e experimental, a qual foi submetida as mesmas situaces e aos
mesmos protocolos experimentais. As preparacdes controle receberam somente o
veiculo, Tween, diluido em solucdo de Tyrode, nas mesmas proporcdes utilizadas nas

preparacdes experimentais.

Analise estatistica

Os dados sdo expressos como média + E.P.M. Para andlises estatisticas e
producdo dos gréficos utilizou-se o software Sigma Plot 11.0. Os resultados
considerados estatisticamente significantes apresentaram probabilidade de hipétese 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 t, Bonferroni e método Holm-Sidak de
comparagGes multiplas, quando apropriado. Para calculo da ICsy foi realizado
interpolagéo 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 célculos
realizados para cada experimento, e quando ndo possivel foi realizado a relagdo linear

entre dois pontos da ICs.
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Resultados

Efeito relaxante do OELa, citral e limoneno sobre as contragdes
induzidas e sustentadas por K* (60 mM), OT (102 UI/mL),5-HT (10 pM)
e ACh (10 pM) em utero isolado de rata.

Para avaliar a influéncia do OELa, citral e limoneno sobre contragdes
induzidas por K*, OT, 5-HT e ACh foi administrada concentracdes crescentes e
cumulativas de OELa e citral (1-600 pg/mL) ou limoneno (1-1200 pg/mL), previamente
contraidos por KCI (60 mM) ou Ocitocina (102 Ul/mL). J4 sobre as contracdes
evocadas por 5-HT (10 uM) e ACh (10 uM) foi administrada a concentragdo maxima de
cada substancia em estudo.

Nos estudos realizados com KCI, verificamos que OELa, citral e limoneno
foram capazes de relaxar 100% a contracdo promovida por K60 de forma concentracéo
dependente quando comparado com o controle (Figura 15 A). Observou-se que, para 0
OELa e o limoneno esse efeito ocorreu de forma estatisticamente significante a partir da
concentragdo de 10 ug/mL. Ja para o citral, essa resposta apresentou-se significante a
partir da concentragdo de 30 pg/mL (P < 0,001, ANOVA, método Holm-Sidak). Os
valores de ICsy obtidos foram os seguintes, para OELa, citral e limoneno,
respectivamente: 37,96 + 2,41, 130,90 + 2,82, 316,47 £ 3,12 pg/mL e apresentaram
diferenca estatistica significante entre si (P < 0,05, ANOVA, método Bonferroni),
destacando-se 0 OELa com o0 menor valor de I1Csg.

Ao avaliar as contracdes promovidas pela Ocitocina 10 Ul/mL, verificou-se
gue também o OELa, citral e limoneno foram capazes de inibir 100% das contracdes de
forma dependente da concentracdo (Figura 15 B). O relaxamento promovido pelo OELa
e o citral, foram estatisticamente significantes a partir da concentragdo de 30 pug/mL.
Enquanto que o limoneno inibiu significativamente as contragdes a partir de 10 ug/mL
(P < 0,001, ANOVA, método Holm-Sidak). (Figura 13B). Os valores das I1Csy, para o
OELa, citral e limoneno, sdo respectivamente: 44,96 + 4,26, 52,48 + 2,32 e 186,83 +
2,69 pg/mL. Foi observado, que o valor da ICsq para o limoneno apresentou diferenca
estatistica em relacdo aos valores obtidos para o OELa e citral sendo estes por sua vez
mais potentes que o limoneno.

Nos estudos onde a contragdo da musculatura lisa uterina foi evocada por 5-HT

(10 uM), o OELa e citral (600 pg/mL) e limoneno (1000 pug/mL), também promoveram
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um relaxamento que foi estatisticamente significante 96,20 + 1,82, 99,47 + 2,75 e 91,33
* 2,75% respectivamente comparando com o controle, (P < 0,001, ANOVA, Holm-
sidak) (Figura 15 C).

As concentracdes de 600 ug/mL de OELa, citral e 1000 pg/mL de limoneno,
foram capazes de reverter as contra¢fes evocadas por ACh em, 97,68 £ 0,74, 100,00 +
6,12 e 79,26 £ 2,01% respectivamente, sendo assim estatisticamente significante (P <
0,001, ANOVA, Holm-sidak) (Figura 15 D). Ao final foram feitas lavagens
consecutivas durante 30 minutos para contracdo posterior com KCI mostrando reversédo

e viabilidade do tecido depois do experimento.
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Figura 15: A: Grafico concentragdo-resposta do relaxamento produzido pelo OELa, citral e limoneno em
preparacdes de tecido miometrial de rata contraido com K* (60 mM). B: Grafico concentragio-respota do
relaxamento produzido pelo OELa, citral e limoneno em preparacdes de tecido miometrial de rata
contraido com Ocitocina 102 Ul/mL. C: Gréfico do efeito do OELa, citral, e limoneno sobre o
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componente contratil da 5-HT. As concentracGes utilizadas foram: 600 pg/mL de OELa, citral e 1000
pug/mL de limoneno. D: Gréfico do efeito do OELa, citral, e limoneno sobre o componente contratil da
ACh. As concentragOes utilizadas foram: 600 pg/mL de OELa, citral e 1000 pug/mL de limoneno. Os
valores estdo expressos como média £ E.P.M.; * representa os efeitos significantes (p < 0,05, one-way
ANOVA seguido de Holm-Sidak).

Avaliacdo da participacdo dos canais de célcio tipo L no relaxamento
produzido pelo OELa, citral e limoneno; envolvimento dos canais para

potassio no relaxamento promovido pelo OELa em Utero isolado de rata.

Em experimentos onde o tecido uterino foi mantido despolarizado em meio
livre do fon célcio e com [K'] 80 mM, com a adigdo de concentra¢des cumulativas de
Ba'? induzem contrages de forma concentragdo dependente. Estas contracdes atingiram
valor maximo na concentracdo de 30 mM de BaCl,, e nas preparacdes pré-incubadas
com 600 pg/mL de OELa, citral e 1000 pg/mL de limoneno, ndo foi observada
contracdo significativa para OELa enquanto que o citral apresentou uma baixa
significancia nas duas ultimas concentra¢fes, comportamento este de ambos similar ao
da nifedipina (1 uM), um bloqueador de canal de calcio dependente de voltagem, tipo L.
Porém, nas preparacdes pré-incubadas com 1000 pg/mL de limoneno, a adi¢do de BaCl,
nas preparacdes induziram contraces de forma concentracdo-dependente, (p > 0,05,
one-way ANOVA seguido de Holm-Sidak) (Figura 16 A). Mostrando assim que o
limoneno utiliza-se de outra via para promover o relaxamento da musculatura uterina.

O OELa (1-600 pg/mL) relaxou o Utero isolado de rata pré-contraido com
ocitocina na auséncia (0,0 £ 5,21) ou na presenca ( 0,0 + 4,83, 0,0 + 1,99, 1,12 + 0,65
respectivamente) de 1 mM de tetraetilaménio, um bloqueador seletivo dos canais para
potassio grande condutancia sensiveis ao calcio (BK.,), 3 x 10 M de glibenclamida, um
blogueador seletivo dos canais para potassio sensiveis ao ATP (Katp) € 3 mM de 4-
aminopiridina, um bloqueador seletivo dos canais para potassio sensiveis a voltagem
(Ky), portanto por ndo haver diferenca estatisticamente significante do efeito
miorrelaxante do OELa na presenca ou auséncia dos bloqueadores dos canais para K,
pode-se dizer que este 6leo utiliza-se de outra via para promover o relaxamento (Figura
16 B).
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Figura 16: A: Efeito do OELa, citral (600 pg/mL), e limoneno (1000 pg/mL) em contra¢des evocadas
por Ba®* exdgeno, Nifedipina (1 uM) foi usado como controle positivo. Eixo x: concentragdes do agente
contracturante em uM; * representa os efeitos significantes (p < 0,05, one-way ANOVA seguido de
Holm-Sidak). B: Envolvimento dos canais para pot&ssio no relaxamento uterino promovido pelo OELa
em contragdes promovidas por Ocitocina 10% Ul/mL. Eixo x: Agentes em estudo; Eixo y: média
percentual da contracdo. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. ***p < 0,001; Y27632, OEla,
citral ou limoneno vc. KCI 80 mM (teste t de Student ndo pareado).

Avaliacdo da participagdo da via Rho cinase no relaxamento produzido
pelo OELa, citral e limoneno; envolvimento das cicloxigenases no

relaxamento promovido pelo OELa em Gtero isolado de rata.

Para a comparacdo do OELa e seus constituintes sobre a proteina Rho cinase
adicionou-se as preparacgdes o inibidor da Rho cinase, 0 composto Y27632 (1 uM, n=6),
e este relaxou as preparacdes de tiras miometriais isoladas de ratas, submetidas a uma
contracdo evocada de KCI (80 mM), com uma porcentagem de relaxamento de 97,88 +
2,94%, de forma estatisticamente significante (p < 0,001, teste t de Student pareado).
Nas preparagGes onde ocorreu a adigdo de OEla, citral e limoneno, nas concentracgdes de
600 pg/mL e 1000 pg/mL de limoneno sobre o platd da contragdo produzida por KCI
(80 mM), também verificou-se relaxamento na porcentagem de 91,57 + 1,88 %, 100,00
+ 4,68 % e 89,71 £ 1,71 % do controle, respectivamente (Figura 17 A). Foi verificado
que houve reducéo significante por todos os compostos sendo o citral mais potente que
0 composto Y27632 (p > 0,05, teste t de Student ndo pareado). Ao final de todos os
experimentos foram feitas lavagens consecutivas durante 30 minutos para contragéo

posterior com KCI mostrando reversao e viabilidade do tecido depois do experimento.

1000
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Nas preparacgdes pré-incubadas com indometacina, o0 OELa na concentracao de
600 pg/mL relaxou (0,57 + 2,3) o utero isolado de rata, onde ndo houve relevancia
significativa ao expor o tecido a indometacina, mostrando que o OELa néo utiliza a via
das cicloxigenases para promover o relaxamento (p < 0,05, one way ANOVA, seguido

de Holm-Sidak) (Figura 17 B).
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Figura 17: A: Gréfico do efeito relaxante do Y27632 (1uM), OELa e citral (600 pg/mL) e limoneno
(1000 pg/mL) sobre o platd de contracdo em tiras miometriais isoladas de rata induzida KCI 80 uM. B:
Avaliacdo do envolvimento das cicloxigenases por meio do seu bloqueio pela indometacina (100 pM) no
relaxamento promovido pelo OELa (600 pg/mL), Eixo x: Agentes em estudo; Eixo y: média percentual
da contragdo. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. ***p < 0,001; Y27632, OEla, citral ou
limoneno. KCI 80 mM (teste t de Student ndo pareado).

Discusséao

Este estudo demonstra que o OELa e seus constituintes majoritarios citral e
limoneno bloqueia as contragdes induzidas por potéssio (via eletromecénica), ocitocina
serotonina e acetilcolina (via farmacomecanica), com eficdcia maxima, revertendo
totalmente a contragdo do musculo liso uterino. Observou-se também que ha uma forte
evidéncia que o OELa e o citral estejam agindo pelos VOCCs tipo-L, visto que na
presenca dos agentes em estudo (AE), houve uma inibicdo da contragédo promovida pelo
Ba,., assemelhando-se ao efeito da nifedipina blogueador dos VOCCs tipo-L. J& o

limoneno ndo foi capaz de inibir as contragdes neste experimento indicando que ele
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utiliza outra via para promover o relaxamento, podendo ser pelos diferentes canais de
potéssio ou mesmo por outras vias de sinaliza¢do de calcio.

Foi possivel observar, que, a concentracao de 600 pg/mL do OELa e do citral
promove o relaxamento total da contracao induzida por K60, por outro lado, o limoneno
necessita de uma concentragao de 1200 pg/mL para obter o mesmo efeito. Assim,
verificou-se que, devido ao efeito antiespasmaodico do citral ser bem similar ao efeito do
OELa podemos sugerir que a agdo desse 0leo essencial é predominantemente pelo citral
gue € seu composto majoritario.

Sabe-se que na via eletromecanica as células da musculatura lisa sofrem
despolarizacéo pela presenca de potéssio, e observa-se que por essa via ocorre ativacdo
dos canais de calcio operados por voltagem (CCQOV), e a abertura destes culmina
influxo de célcio através da membrana, resultando no aumento da [Ca**] no meio
intracelular, levando assim a contracdo muscular (SOMLYO; SOMLYO, 1968;
BOLTON et al.,, 1999). Por outro lado, para que ocorra contracdo pelas vias
farmacoldgicas um agonista externo liga-se ao receptor de membrana acoplado a uma
proteina G possuindo a capacidade de modificar a atividade de certos canais i6nicos
como canais de Na" e K, cations capazes de despolarizar a membrana plasmatica
abrindo os canais para Ca®* para que ocorra uma contracdo. No presente trabalho foi
observado que, 0 OELa, o citral e o limoneno apresentam seu efeito miorrelaxante sob
as contracOes induzidas por varios agentes contracturantes. Demostrado que tanto no
acoplamento eletromecénico pela via do K*, como no farmacomecanico pelas vias da
ocitocina, serotonina e acetilcolina, os agentes em estudo apresentaram a mesma
eficacia, ou seja, nos dois acoplamentos necessitaram da mesma concentragdo para
reverter a contracdo. Porém analisando o pardmetro das ICs, pode-se afirmar que ha
diferenca na poténcia dos AE para os acoplamentos.

O OELa mostra um valor de 1Cs, mais baixo na via do potassio do que na via
da ocitocina com os valores de 37,96 + 2,41 pg/mL e 44,96 + 4,26 pug/mL,
respectivamente, porém essa diferenga néo é estatisticamente significante. Enquanto que
para o citral os valores sdo de 130,90 £ 2,82 ug/mL e 52,48 £+ 2,32 ug/mL e o limoneno
316,47 + 3,12 pg/mL e 186,83 + 2,69 ug/mL para 0 potassio e ocitocina
respectivamente. Demostrando assim, que 0s monoterpenos citral e limoneno
apresentam maior poténcia no acoplamento farmacomecanico. Como visto o OELa

possui valores de ICso menores que os valores dos compostos, indicando assim que
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outros compostos que aparecem em menor porcentagem na composicdo deste 6leo
essencial podem estar agindo e possivelmente contribuindo para o efeito miorrelaxante.

Silva et al., (2012), demonstrou que, 0s Oleos essenciais de L. thymoides
coletada nas diferentes estacGes do ano, relaxaram o Gtero de rata pré-contraido com
solucéo despolarizante de KCI 60 mM, de maneira dependente da concentracéo. O dleo
de L. thymoides que foi coletada na primavera teve 1Csq de 74,3 + 39,2 ug/mL, o autor
deste trabalho ainda relata que, este valor de ICsp € 0 mais baixo dentre os 6leos
essenciais, podendo assim ser observado que a ICsy do OELa (37,96 + 2,41 pug/mL) na
via do potassio ainda é mais baixa, tornando o OELa mais potente que o 06leo da L.
thymoides.

Corroborando com nossos resultados Sadraei et al., (2003), verificou que nas
duas vias farmacoldgicas serotoninérgica e colinérgica e a via do potassio, o 0leo
essencial de Melissa officinalis assim como o OELa também possui o citral como
constituinte principal, inibiram as contra¢des do ileo de rato induzidas por KCI 80 mM,
ACh e 5-HT.

Neste trabalho foi demostrado que o OELa, o citral e o limoneno inibiu as
contragbes evocadas por 5-HT, ndo havendo diferenca estatisticamente significante
entre 0s agentes em estudo. Demonstrando assim, que os AE estdo provocando um
antagonismo nos receptores 5-HT com a mesma eficacia. Nas mesmas concentragdes
também promovem um relaxamento da musculatura lisa do miométrio contragdo
promovida por ACh, sendo que o limoneno foi menos eficaz que o dleo e o citral. Tanto
na via serotoninérgica (5-HT) como colinérgica (ACh) houve reversdo das contracdes.
Com isso vimos que além das substancias em estudo agirem na via classica da
ocitocina, eles ainda tém acdo sobre outras vias farmacoldgicas como a da serotonina e
da acetilcolina.

Nos estudos realizados avaliando a via serotoninérgica na musculatura da
traqueia isolada de ratos, as contragdes induzidas por 5-HT (10 uM) foram inibidas de
forma concentracao-dependente pelo OELa com um ICsg de 200 pug/mL. As contracfes
evocadas por 5-HT em ileo de cobaia foram também inibidas pelo OELa com ICs de 20
pg/mL. Em ambos, traqueia de rato e ileo de cobaia, obtiveram recuperagdo das
contracOes que foram obtidas ap6s consecutivas lavagens. Estes resultados mostram que
OELa que tem um elevado teor de citral inibe contracbes do masculo liso na traqueia e

ileo, contracbes estas evocadas por 5-HT (JARVIS et al., 2016). Esses estudos
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fortalecem nossos achados no utero, pois demostramos que o OELa age nos receptores
5-HT.

Corroborando com os dados deste estudo Moreira et al., (2013) indica que o
citral age através do blogueio dos VOCCs tipo L sensiveis a dihidropiridina, uma vez
que o citral foi capaz de inibir significativamente contracdes induzidas por CaCl, em
anéis de artéria mesentérica, assemelhando-se assim com a agdo da nifedipina que ja é
um bloqueador seletivo dos VOCCs tipo L. Como descrito acima no protocolo com o
BaCl, foi visto que tanto o OELa como o citral assemelham-se com o efeito produzido
pela nifedipina.

A analise do envolvimento das substincias com os canais para K* é importante
para o entendimento do seu mecanismo de agdo. Uma vez que estes canais fazem parte
da fisiologia de células excitaveis, principalmente aquelas que fazem parte do sistema
nervoso, musculo esquelético e musculo liso. Estes canais se apresentam em diferentes
tipos celulares, portanto exercem diferentes efeitos bioldgicos. Um exemplo é a
regulacdo do potencial de membrana do mdusculo liso. O bloqueio destes canais
despolariza a membrana, engquanto que sua ativacdo a hiperpolariza. Inibindo a
contracdo, uma vez que ocorre reducdo da concentragdo intracelular de célcio (Brayden,
1996; Okada et al., 1993).

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstraram que ndo houve envolvimento
dos canais para potassio no relaxamento da musculatura lisa uterina pelo OELa.
Corroborando com o0s nossos achados, Travassos (2010) demonstrou que ao analisar o
efeito relaxante do é&cido 8,(17),12E,14-labdatrieno-18-6ico, na presenca dos
blogueadores de canais para potéassio K, e Katp ndo houve a participacdo dos mesmos,
verificando que seu composto estava modulando os canais reduziam o influxo de calcio,
assim também verificamos no nosso estudos.

Ao avaliar o envolvimento da Rho cinase no relaxamento promovido pelo
OELa, citral e limoneno comparou-se o efeito relaxante das substancias ao blogueador
especifico da Rho-quinase, 0 Y27632, sendo possivel observar que ambos foram capaz
de relaxar a muscalutura lisa uterina: 97,88 + 2,94%, 91,57 + 1,88%, 100,45 + 4,68% e
89,71+£1,71% (Y27632, OELa, o citral e o limoneno respectivamente). Destaca-se ainda
que ndo houve diferenca estatisticamente significante quando comparou-se a
porcentagem de relaxamento entre as substancias em estudo. Uma vez que, a Rho cinase
é uma via moduladora da contragdo e é ativada pela elevacdo da [ca’] intracelular,

pode-se sugerir novamente que 0s AE estdo envolvidos no mecanismo do célcio.
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Em outro resultado adquirido nesse estudo, onde avaliou-se o efeito do OELa na
via das cicloxigenase. Verificou-se que quando as tiras miometriais foram expostas a
indometacina (100 uM) por 20 minutos antes de serem contraidas por OT, ndo se
observou diferenca estatistica no relaxamento promovido pelo OELa na concentracdo
de 600 pg/mL a contracdo de 100% chegou a 0,57 + 2,3. Similar a estes resultados
Ribeiro (2012), demontrou que, o pré-tratamento com indometacina 10 uM, em anéis de
artéria mesentérica superior com endotélio intacto e pré-contraidos com FEN (10 uM)
isolados de animais hipertensos ou normotensos, ndo foi alterado o vasorrelaxamento
induzido por concentracGes crescentes de a-terpineol. Vasconcelos (2013), em uma
série de experimentos, com anéis de traqueia previamente tratados com indometacina
(10 uM) por 5 minutos para serem, entdo, contraidos com ACh (5 pM). Tal tratamento
também ndo alterarou o perfil da curva concentracdo-efeito para o efeito miorrelaxante
do B-citronelol, comparando-se assim mais uma vez com os resultados deste trabalho.
Em todos os resultados obtidos neste trabalho, observamos o efeitos relaxantes
mediados pelo OELa, citral e limoneno estes foram reversiveis com a lavagem,

demonstrando assim sua baixa toxicidade.

Concluséao

Os resultados mostram que tanto o OELa quanto seus constituintes citral e
limoneno, possuem efeito miorrelaxante em tecido miometrial e que 0S mesmos
possuem potencial para serem futuros agentes terapéuticos na prevencdo contra
alteracdes fisiologicas que envolvem contracBes uterinas indevidas, como no caso do

desencadeamento do parto prematuro.
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7. DISCUSSAO

Os estudos a cerca da atividade farmacoldgica de muitos 6leos essenciais tem
ganhado bastante notoriedade no meio cientifico, sendo numerosos os trabalhos que
evidenciam atividade antiespasmodica para Oleos essenciais e Seus compostos,
incluindo diversas espécies do genero Lippia como podemos observar no quando 1. Tais
estudos proporcionam o enriquecimento do entendimento a cerca de produtos naturais e
auxiliam a acrescer o conhecimento empirico e tradicional desenvolvido desde tempos
antigos.

Nos protocolos experimentais do presente estudo foi demonstrado que o OELa
e seus constituintes majoritarios citral e limoneno blogueiam as contra¢des induzidas
por potassio (via eletromecéanica), ocitocina serotonina e acetilcolina (via
farmacomecanica), com eficacia maxima, revertendo totalmente a contracdo do musculo
liso uterino. A concentragdo de 600 pg/mL do OELa e citral promovem o relaxamento
total da contragdo induzida por K60, por outro lado, o limoneno necessita de uma
concentragdo de 1200 ug/mL para obter o mesmo efeito. Dessa forma, ao verificar que,
o efeito antiespasmaddico do citral foi bem similar ao efeito do OELa pode-se sugerir
que, a acdo desse 0Oleo essencial é possivelmente pelo citral que compde 61,65% do 6leo
sendo seu composto majoritario.

Foi possivel observar também que tanto no acoplamento eletromecénico pela
via do potassio, como no farmacomecanico pelas vias da ocitocina, serotonina e
acetilcolina, os agentes em estudo apresentaram a mesma eficacia, ou seja, nos dois
acoplamentos necessitaram da mesma concentragdo para reverter a contracdo. Porém
analisando o parametro das 1Cso, pode-se afirmar que ha diferenca na poténcia dos AE
para os acoplamentos.

Estes dados corroboram com alguns estudos que tem se empenhado em
evidenciar a atividade miorelaxante dos Oleos essenciais e Sseus CcOmMpostos,
principalmente majoritarios, em diferentes 6rgdos. Silva, (2013) verificou que o 6leo
essencial de L. microphylla relaxou de maneira significante o Utero de rata pré-contraido
com 60 mM de KCI e com 10 UI/mL de ocitocina. Em outro estudo, Sadraei (2003),
verificou que nas duas vias farmacologicas serotoninergica e colinérgica e a via do

potassio, 0 6leo essencial de Melissa officinalis que assim como o OELa também possui
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o citral como constituinte principal, inibiram as contracdes do ileo de rato induzidas por
KCI 80 mM, ACh e 5-HT.

O oleo essencial do Zingiber officinale (gengibre) e o seu composto majoritario
citral, foram relatados com atividade antiespasmddica em traqueia de ratos wistar, com
possivel mecanismo a participacdo dos receptores p2-adrenérgico (MANGPRAYOOL
et al.,2013). J& em outro estudo foi demonstrado que o Oleo essencial de
Dracocephalum kotschyi e um de seus compostos principais o limoneno foram capazes
de relaxar contrac6es induzidas por KCI, e ACh em ileo isolado ratos, atingindo estados
basais da contracdo (SADRAEI et al., 2015).

De acordo com Blanco et al., (2013), o 6leo essencial dos quimiotipos de L.
alba "citral" e "linalool" reduziu a efeito maximo da contracdo promovida por ACh de
uma forma dependente da concentracao. Esses resultados sugerem que ambos induziram
um antagonismo ndo competitivo sobre o receptor muscarinico mediadas pela ACh.
Reforsando assim nossos dados, pois como vimos o OELa reduziu as contracfes
uterinas evocadas por ACh a niveis basais.

Para os valores de 1Cs, sdo observadas diferencas de poténcias entre os AE ao
que se refere ao agonista contracturante utilizado. O OELa mostra um valor de 1Csg
mais baixo na via do potassio do que na via da ocitocina com os valores de 37,96 + 2,41
pg/mL e 4496 + 4,26 ug/mL, respectivamente, porém essa diferenca nao ¢
estatisticamente significante. Enquanto que para o citral sdo verificados os valores de:
130,90 + 2,82 e 52,48 + 2,32 ug/mL e o limoneno 316,47 + 3,12 pg/mL e 186,83 + 2,69
pug/mL. Demostrando assim, que os monoterpenos citral e limoneno apresentam maior
poténcia no acoplamento farmacomecanico. Mediante esses dados e uma vez que, 0
OELa possui valores de ICsy menores que os valores dos compostos majoritarios, €
possivel indicar que outros compostos que aparecem em menor porcentagem na
composicdo deste leo essencial podem estar agindo.

Corroborando com os achados deste trabalho, Silva (2012), demonstraram que,
0s Gleos essenciais de L.thymoides coletada nas diferentes esta¢cGes do ano, relaxaram o
utero de rata pré-contraido com solugdo despolarizante de KCI 60 mM, de maneira
dependente da concentracdo. O 6leo de L. thymoides que foi coletada na primavera teve
ICso de 74,3 + 39,2 ug/mL, o autor desse trabalho ainda relata que, este valor de ICs é 0
mais baixo dentre os 0leos essenciais, podendo assim ser observado que a 1Cso do OELa
(37,96t 2,41 ug/mL) na via do potassio ainda € mais baixa, tornando o OELa mais

potente que o 6leo da L. thymoides.
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Ainda nas vias farmacologicas este trabalho mostrou que o OELa, o citral e 0
limoneno inibiu as contragdes evocadas por 5-HT, ndo havendo diferenga
estatisticamente significante entre os agentes em estudo, sendo possivel afirmar um
antagonismo nos receptores 5-HT pelos AE, com a mesma eficacia. Nas mesmas
concentragdes os AE também promovem um relaxamento da musculatura lisa do
miomeétrio contracdo promovida por ACh, sendo que o limoneno foi menos eficaz que o
OELa e o citral. Tanto na via serotoninérgica (5-HT) como colinérgica (ACh) houve
reversdo das contracdes. Os dados evidenciam, portanto que as substancias em estudo
agem nao somente na via classica da ocitocina, mas também sobre outras vias
farmacoldgicas como a da serotonina e da acetilcolina.

Neste sentido, ainda na via serotoninérgica estudos realizados com traqueia
isolada de ratos, as contracGes induzidas por 5-HT (10 uM) foram inibidas de forma
concentragdo-dependente pelo OELa com um ICsy de 200 ug/mL. As contragdes
evocadas por 5-HT em ileo de cobaia foram também inibidas pelo OELa com ICs, de 20
pug/mL. Tanto na traqueia de rato como ileo de cobaia, foi observada a recuperacdo das
contracdes que foram obtidas apds consecutivas lavagens. Estes resultados mostram que
OELa que tem um elevado teor de citral inibe contracbes do masculo liso na traqueia e
ileo, contragbes estas evocadas por 5-HT (JARVIS et al.,, 2016). Esses estudos
fortalecem nossos achados no Utero, pois demostramos que o OELa age nos receptores
5-HT.

Vimos também que ha uma forte evidéncia que o OELa e o citral estejam
agindo pelos VOCCs tipo-L, pois foi observado que na presenca das agentes em estudo,
houve uma inibigdo da contracdo promovida pelo Ba,., assemelhando-se ao efeito da
nifedipina blogueador dos VOCCs tipo-L. Segundo Maynard (2011) o OELa induz um
vasorrdeelaxamento na artéria mesentérica de rato possivelmente devido a uma inibicao
do influxo de Ca?* através dos VOCCs sensiveis a dihidropiridina. Por outro lado, o
limoneno ndo foi capaz de inibir as contragdes neste experimento indicando que ele
utiliza outra via para promover o relaxamento, podendo ser pelos diferentes canais de
potéssio ou mesmo por outras vias de sinaliza¢do de calcio.

Corroborando com este estudo Devi (2011), demonstrou pela primeira vez, que
o citral é capaz de produzir atividade antiespasmolitica em ileo isolado de coelho. Esse
relaxamento pode ser atribuido a via NO (6xido nitrico) bloqueio de canais de célcio

tipo VOCC e/ou canal de célcio operado pelo receptor.
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Sabe-se que na via eletromecanica as células da musculatura lisa sofrem
despolarizacéo pela presenca de potéssio, e observa-se que por essa via ocorre ativacdo
dos canais de calcio operados por voltagem (VOCC), e a abertura destes culmina no
influxo de célcio através da membrana, resultando no aumento da concentracdo de
calcio no meio intracelular, levando assim a contracdo muscular (SOMLYO;
SOMLYO, 1968; BOLTON et al., 1999). Também sabe-se para que ocorra contracdo
pelas vias farmacoldgicas um agonista liga-se ao receptor de membrana, esse receptor
por sua vez encontra-se ligado a uma proteina G que possui a capacidade de modificar a
atividade de certos canais idnicos como canais de Na* e K* que s&o ions positivos e sio
capazes de despolarizar a membrana plasmatica abrindo os canais para Ca** para que
ocorra uma contragao.

Corroborando com nossos dados Moreira (2013) indica que o citral esta agindo
através do blogueio dos VOCCs tipo L, sensiveis a dihidropiridina, uma vez que o citral
foi capaz de inibir significativamente contra¢Ges induzidas por CaCl, em anéis de artéria
mesentérica assemelhando-se assim com a acdo da nifedipina que ja é um bloqueador
seletivo dos VOCCs tipo L. Como descrito acima no protocolo com o BaCl, foi visto
que tanto o OELa como o citral assemelham-se com o efeito produzido pela nifedipina.

A analise do envolvimento das substincias com os canais para K* é importante
para o entendimento do seu mecanismo de agdo. Uma vez que estes canais fazem parte
da fisiologia de células excitaveis, principalmente aquelas que fazem parte do sistema
nervoso, musculo esquelético e musculo liso. Estes canais se apresentam em diferentes
tipos celulares, portanto exercem diferentes efeitos bioldgicos. Um exemplo € a
regulacdo do potencial de membrana do musculo liso. O bloqueio destes canais
despolariza a membrana, enquanto que sua ativacdo a hiperpolariza. Inibindo a
contracdo, uma vez que ocorre reducdo da concentracdo intracelular de célcio (Brayden,
1996; Okada et al., 1993)

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que ndo houve envolvimento
dos canais para potassio no relaxamento da musculatura lisa uterina pelo OELa.
Corroborando com os nossos achados, Travassos (2010) demonstrou que ao analisar o
efeito relaxante do 4&cido 8,(17),12E,14-labdatrieno-18-0ico, na presenga dos
bloqueadores de canais para potassio K, e Karp n@o houve a participagcdo dos mesmaos,
verificando que seu composto estava modulando os canais reduziam o influxo de calcio,

assim também verificamos no nosso estudos.
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Ao avaliar o envolvimento da Rho cinase no relaxamento promovido pelo
OELua, citral e limoneno comparou-se o efeito relaxante das substancias ao bloqueador
especifico da Rho-quinase, 0 Y27632, sendo possivel observar que ambos foram capaz
de relaxar a musculatura lisa uterina: 97,88 + 2,94%, 91,57 + 1,88%, 100,45 * 4,68% e
89,71+1,71% (Y27632, OELAa, o citral e o limoneno respectivamente). Destaca-se ainda
que ndo houve diferenca estatisticamente significante quando comparou-se a
porcentagem de relaxamento entre as substancias em estudo. Uma vez que, a Rho cinase
é uma via moduladora da contracio e € ativada pela elevacdo da [Ca'] intracelular,
pode-se sugerir novamente que os AE estdo envolvidos no mecanismo do célcio.
Em outros resultados obitidos nesse trabalho, onde avaliou-se o efeito do OELa
na via das cicloxigenase. Verificou-se que quando as tiras miometriais foram expostas a
indometacina (100 uM) por 20 minutos antes de serem contraidas por OT, ndo se
observou diferenca estatistica no relaxamento promovido pelo OELa na concentracdo
de 600 pg/mL a contracdo de 100% chegou a 0,57 + 2,3. Similar a estes resultados
Ribeiro (2012), demonstrou que, 0 pré-tratamento com indometacina 10 uM, em anéis
de artéria mesentérica superior com endotélio intacto e pré-contraidos com FEN (10
uM) isolados de animais hipertensos ou normotensos ndo foi alterado o
vasorrelaxamento induzido por concentracOes crescentes de a-terpineol. Vasconcelos
(2013), em uma série de experimentos, com anéis de traqueia tratados previamente com
indometacina (10 uM) por 5 minutos para serem, entdo, contraidos com ACh (5uM).
Tal tratamento também ndo alterarou o perfil da curva concentragdo-efeito para o efeito
miorrelaxante do B-citronelol, comparando-se assim mais uma vez com 0s resultados
deste trabalho.
Em todos os resultados obtidos nesse estudo, observamos um efeitos relaxantes
mediados pelo OELa, citral e limoneno, que por sua vez foram reversiveis com a

lavagem, demonstrando assim sua baixa toxicidade.
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Fonte: https://br.pinterest.com/pin/767019380256453694/
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8 CONCLUSAO

OELa, citral e limoneno possuem efeito miorrelaxante miomeétrio isolado de rata

no acoplamento eletromecanico e farmacomecanico.

O OELa e o citral foram capazes de inibir as contragcdes evocadas por BaCl; se
comportando de forma similar ao efeito da nifedipina, sendo uma forte evidéncia

que estes agentes estdo agindo pelos VOCCs tipo-L.

Tanto o OELa como o citral e o limoneno reverteram as contracdes evocadas por
5-HT e ACh.

O OELa, o citral e o limoneno possui efeito similar ao Y27632, mostrando que
uma das vias que podem estar sendo utilizadas polos AE é a via da Rho cinase.

O OELa n&o esta promovendo o relaxamentos pelos canais para K* ( BKca, Katp
e K,), pois quando expostos aos bloqueadores especificos o 6leo continuou

promovendo o relaxamento.

O OELa ndo utiliza a via das cicloxigenases para relaxar o0 miométrio.
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