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RESUMO

Croton sonderianus, popularmente conhecido como marmeleiro preto, € uma planta
encontrada no Ceard, utilizada popularmente como antiinflamatoério, antiparasitario e
antiespasmodico. Esta pesquisa objetivou caracterizar as a¢Ges farmacoldgicas de duas
diferentes amostras de 6leo essencial de Croton sonderianus na contratilidade da musculatura
lisa da traquéia de ratos e avaliar a participacdo do epitélio nestas acbes. Foram utilizados
anéis traqueais de ratos Wistar, montados em sistemas de registro isométrico de contracdes. A
amostra de OECs de 21 horas (OECs 21) tinha como principais constituintes o espatulenol
(18,32%), p-cariofileno (14,58%) e dxido de cariofileno (8,54%), enquanto que a amostra de
13 horas (OECs 13) apresentava biciclogermacreno (16,29%), p-felandreno (15,42%) e 3-
cariofileno (13,82%). OECs 21 foi testado em preparacdes com epitélio integro, enquanto que
OECs 13 foi testado em preparacdes com e sem epitélio. O principal achado deste estudo foi
eficacia farmacoldgica como antiespasmodico desse dleo essencial. As duas amostras de
OECs apresentaram efeito antiespasmddico sobre as contragdes evocadas por K™ e ACh,
poréem o0 OECs 21 apresentou efeito contraturante sobre o tonus basal e efeito potencializador
da contragdo evocada por 60 mM de K* em pequenas concentragdes (0,1 — 30 pg/ml),
enquanto que o OECs 13 apresentou efeito miorrelaxante que aparenta ser dependente do
epitélio. O efeito antiespasmddico do OECs 13 foi mais potente sobre o acoplamento
eletromecanico (ICsp = 45,51 + 7,58 pg/ml) do que sobre o acoplamento farmacomecanico
com ACh (ICsp = 404,29 + 99,93 pg/ml). Na mesma concentragédo (1000 ug/ml) em que
bloqueou a contracdo da ACh com a preparacdo mantida em concentracéo normal de Ca”* no
meio extracelular, o0 OECs amplificou a contracdo induzida por ACh em meio sem Ca*, em
preparacfes com e sem epitélio. Os resultados indicam que ambas as amostras de OECs
apresentam efeito antiespasmodico, porém com poténcias farmacoldgicas distintas, e que o
efeito antiespasmaddico do OECs 13 sobre o musculo liso traqueal de ratos possivelmente se
da pelo blogueio dos canais para Ca" tipo L e também por interferir com o armazenamento

de Ca®* nos compartimentos intracelulares.

Palavras-chave: Croton sonderianus, 6leos essenciais, musculo liso traqueal, contratilidade.



ABSTRACT

Croton sonderianus is a plant found in Ceara State used in folk medicine as antispasmodic.
Previous studies demonstrated that the essential oil of other specimens of Croton gender have
relaxing effects on tracheal smooth muscle. This study aimed to characterize the effects of Croton
sonderianus essential oil (EOCs) on tracheal smooth muscle of rats and investigate the role of
epithelium in this effect. Wistar rats tracheal rings with and without epithelium were used. The
rings were placed in tissue chambers containing modified Tyrode solution (TM) at 37°, pH=7,4,
bubbled with air. The mechanical responses in trachea were isometrically recorded with a force
transducer and polyghaph. Two different EOCs samples were used, EOCs 21 and EOCs 13. The
major constituents of EOCs 21 were spathulenol (18,32%), p-caryophyllene (14,58%) and
caryophyllene oxide (8,54%). EOCS 13 showed bicyclogermacrene (16,29%), p-phellandrene
(15,42%) and B-caryophyllene (13,82%) as main compounds. These samples demonstrated
antispasmodic effect on preparations contracted with potassium (K*) and acetylcholine (Ach).
EOCs 21 increased basal tonus and enhanced K induced-contraction in low concentrations.
EOCs 13 elicited miorrelaxant effect on basal tonus and antispasmodic effect on K* and Ach
induced-contractions (ICso = 45,51 + 7,58 pg/ml and 404,29 £+ 99,93 ng/ml, respectively). The
effect on basal tonus appears to be epithelium-dependent. EOCs 13 also enhanced Ach-induced
contractions upon extracellular Ca** removal. These results show that EOCs is able to relax
isolated trachea and to inhibit contractions induced by receptor-dependent an —independent
mechanisms, wich demonstrate its antispasmodic effect. This study suggests that the relaxing
effects of EOCs may involve the blockage of L-type Ca®*" channels and that EOCs maybe alter
the storage of Ca®* from the internal compartments.

Keywords: Croton sonderianus, essential oils, tracheal smooth muscle, contractile responses.
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Figura 15 Efeitos do OECs 13 sobre as contracfes fasicas (picos) induzidas por 60 mM 70
de ACh em meio 0Ca?* no musculo liso traqueal de ratos, em preparacdes
sem epitélio.

Figura 16 Efeitos do OECs 13 sobre as contragdes tonicas (platés) induzidas por 60 mM 71
de ACh em meio 0Ca®* no musculo liso traqueal de ratos, em preparacoes

sem epitélio.
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1- INTRODUCAO

A prética da utilizacdo de recursos naturais como forma de tratamento e cura de doencas é
tdo antiga quanto a espécie humana. O uso empirico de espécies vegetais, seguido de avaliagéo,
mesmo que rustica e grosseira, dos sinais e sintomas que apareciam apds seu consumo, até a
selecdo pela qualidade de respostas, se determinada espécie seria Gtil ou ndo, caracteriza um
processo que visa a selecdo do que popularmente denominamos de plantas medicinais (Dl
STASI, 1996). Desde a altima metade do século XX, a utilizacdo dessas plantas tem sido uma
tendéncia mundial. Isto se deve em parte ao reconhecimento do valor das farmacopéias
tradicionais e indigenas (ELVIN-LEWIS, 2001).

Especificamente no Nordeste do Brasil a diversidade de espécies, aliada a precéria
assisténcia a salde de boa parte da populacdo torna a utilizacdo dessas plantas uma pratica cada
vez mais comum para tratamento de diversas enfermidades. As substancias biologicamente ativas
presentes nos Oleos essenciais ou extratos de diferentes partes dessas plantas séo retidas através
de chas ou infusbes e utilizadas na medicina popular contra célicas intestinais, cefaléia e

inflamagGes, dentre outras enfermidades.

Muitas espécies de plantas encontradas no Nordeste, especialmente no Cearéd apresentam
ampla distribuicdo geografica e boa adaptacdo ao clima semi-arido. Estas caracteristicas tém
chamado a atencdo de cientistas para o estudo de seus extratos e Gleos essenciais, sob aspectos
quimico, farmacoldgico e terapéutico (LEAL-CARDOSO & FONTELES, 1999).

O género Croton representa um dos mais abundantes e dispersos dessa regido, sendo
muitas de suas espécies utilizadas como antiespasmddicos (CRAVEIRO et al., 1981). No
entanto, apesar de amplamente utilizado na medicina popular contra hemoptise, dor de estomago
e diarréia, dentre outros, raros sdo os estudos envolvendo agdes antiespasmaédicas do Croton

sonderianus.
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No Brasil, as doengas respiratorias agudas sdo responsaveis por aproximadamente um
quinto das admissdes no Sistema Unico de Sadde (SUS), (FACANHA & PINHEIRO, 2004). As
doencas do aparelho respiratorio sdo responsaveis por aproximadamente 10% das mortes entre 0s
menores de um ano, a segunda causa de 6bito na populacdo de zero a um ano de idade e a
primeira causa entre as criancas de um a quatro anos (SIGAUD, 2003) e representaram uma das
principais causas de mortalidade entre idosos brasileiros no periodo compreendido entre 1980 e
2000 (LIMA-COSTA et al., 2004).

A alta incidéncia de afeccgdes respiratorias relacionadas ao espasmo da musculatura lisa da
via aérea no Nordeste, como a asma (SANTO, 2006) e o ja conhecido papel que o epitélio
desempenha nas respostas contrateis da via aérea, tornam evidente a importancia do estudo do
6leo essencial de Croton sonderianus sobre o musculo liso traqueal, em preparacdes com e sem

epitélio.

Isto posto, esta pesquisa trata-se de um estudo de carater experimental realizado no
Laboratorio de Eletrofisiologia do Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas da Universidade
Estadual do Ceara — UECE, tendo por finalidade a caracterizacao dos efeitos do 6leo essencial de
Croton sonderianus sobre a contratilidade do musculo liso traqueal de ratos. Neste sentido, este
estudo visa uma real contribui¢do para o conhecimento do mecanismo de acdo do OECs sobre a
musculatura lisa da traquéia. Ademais, a importancia da continuidade desta pesquisa faz-se de
fundamental importancia uma vez que abre novas perspectivas para uma possivel utilizacdo de

recursos naturais abundantes nesta regido para tratamento de enfermidades do trato respiratorio.

1.1) Plantas medicinais

As plantas medicinais correspondem, incontestavelmente, as mais antigas armas
empregadas no tratamento de enfermidades humanas e animais (OLIVEIRA, 1997). A utilizacdo
de plantas medicinais no Brasil € uma das mais antigas formas de tratamento de doencas. Os
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indigenas ja pontificavam, pelos seus pajés, no uso da imensa flora medicinal brasileira
(ARAUJO, 1999).

A arte dos benzedores, curandeiros e xamés, caracterizada pela utilizagdo dos recursos
naturais como forma de tratamento e cura de doencas, pode ser comprovada hoje, em teste, nos
laboratérios cientificos, os quais passaram a avaliar experimentalmente a veracidade destas
informacdes (DI STASI, 1996).

A medicina do mato - fitoterapia - baseia sua pratica no uso das plantas medicinais,

aproveitando a rica flora brasileira, com variantes de regi&o a regido (ARAUJO, 1999).

Durante a ultima parte do século XX, a pratica da fitoterapia tornou-se difundida por todo
mundo. Isto € suficiente, em parte, para o reconhecimento do valor do sistema de medicina
tradicional e a identificacdo de plantas medicinais, que tém mostrado um significativo poder de
cura no seu estado natural ou como fonte de novos agentes farmacoldgicos (ELVIN-LEWIS,
2001).

Segundo Campos (2002), existem 252 drogas consideradas basicas e essenciais pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), das quais 11% sdo exclusivamente originadas de plantas

e uma quantidade significativa sdo drogas sintéticas obtidas a partir de precursores naturais.

A avaliacdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de seus
constituintes (como flavonoides, alcaldides, triterpenos e sesquiterpenos) tem sido objeto de
incessantes estudos, onde ja foram comprovadas as acdes farmacoldgicas através de testes pré-
clinicos com animais. Muitas destas substancias tém grandes possibilidades de futuramente virem
a ser aproveitadas como agentes medicinais (CECHINEL-FILHO & YUNES, 1998).

Em paises de clima tropical como o Brasil, a abundancia de plantas medicinais oferece

acesso a diversos produtos utilizados, atraves da automedicacdo, na prevencdo e tratamento de
doencas (COSTA et al., 1997; MATOS et al., 2001).
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De fato, o conhecimento sobre plantas medicinais representou, e ainda representa, o Gnico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos (DI STASI, 1996). E este
conhecimento orienta os pesquisadores na busca de atividades bioldgicas destas plantas. Estima-
se que cerca de 75% dos compostos puros naturais empregados na industria farmacéutica foram
isolados seguindo recomendacgdes da medicina popular (CECHINEL-FILHO & YUNES, 1998).

Atualmente, o nimero de plantas nativas do Brasil usadas in natura ou manufaturadas

como fitomedicamentos ja ultrapassa uma centena (CALIXTO, 2000).

Especialmente na regido Nordeste, 0 uso de plantas medicinais e preparacdes caseiras
assume importancia fundamental no tratamento das patologias que afetam as populac6es de baixa
renda, tendo em vista a deficiéncia da assisténcia médica, a influéncia da transmissdo oral dos
habitos culturais e a disponibilidade da flora (MATOS & MATOS, 1989).

Existem vérias plantas aromaticas no Nordeste brasileiro, muitas delas com peculiaridades
devido a sua adaptacdo ao clima semi-arido, algumas das quais sdo consideradas medicinais pela
populacdo local. Estas caracteristicas tém atraido recentemente a atencdo de muitos cientistas
para 0 estudo de seus extratos, incluindo os Oleos essenciais, sob aspectos quimicos,
farmacoldgicos e terapéuticos (LEAL-CARDOSO & FONTELES, 1999).

1.2) Oleos essenciais

O termo 6leo essencial é empregado para designar liquidos oleosos volateis dotados de

aroma forte quase sempre agradavel, que sao extraidos de plantas por processos especificos.
Os 06leos essenciais sdo fontes de moléculas biologicamente ativas, que tém produzido de

maneira direta ou através de modificagdes na estrutura molecular de seus constituintes,
compostos de grande importancia terapéutica e cientifica (TISSERAND & BALACS, 1995).
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Muitos fornecem compostos de partida para a sintese de substancias Uteis nas industrias quimica
e farmacéutica (CRAVEIRO et al., 1981).

Os oleos essenciais sdo substancias que ocorrem naturalmente e que sdo frequentemente
responsaveis pelo aroma e sabor especifico das plantas. Estes 6leos desempenham um importante
papel como aromatizantes na industria alimenticia e como fragréncias na industria de perfumes
(BRUNETON, 1999)

Os o6leos consistem em misturas muito heterogéneas de substancias individuais e suas
acOes bioldgicas sdo primariamente devidas a seus componentes, num complicado concerto de

atividades sinérgicas e antag6nicas (LAHLOU, 2004).

Os oleos essenciais podem ser extraidos a partir de flores, folhas, frutos, sementes, parte
aérea, raizes, cascas, tubérculos, capitulos florais e bulbos (TISSERAND & BALACS, 1995;
CRAVEIRO et al., 1981).

Na verdade, had uma caréncia de informac&o sobre a distribuicdo da atividade biologica em
diferentes partes da planta, essencialmente relatada como diferenga na distribuicdo dos
componentes ativos ou principios ativos, que sdao mais freqlentes em algumas partes da planta
que em outras (LAHLOU, 2004).

Os oleos essenciais desempenham papel ecoldgico, possuindo propriedades atrativas e
repelentes de varias espécies de insetos. Qutras evidéncias sugerem que os Oleos, e
particularmente os monoterpendides que o constituem, sdo produzidos para manter a atividade do
sistema enzimatico das plantas (ENAM, 2001).

Em geral os 6leos essenciais sdo liquidos, porém alguns podem se apresentar sélidos ou

semi-sélidos a temperatura ambiente. A maioria é transparente e incolor ou fracamente
amarelado, poucos sao profundamente coloridos (TISSERAND & BALACS, 1995).
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Quimicamente, sdo constituidos por substdncias que vdo desde hidrocarbonetos
terpénicos, &lcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, 6xidos,
peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas e até compostos com enxofre (SIMOES
et al.,1999).

A extracdo dos 6leos essenciais € feita por processos especificos, sendo o mais freqliente
o arraste com o vapor d’adgua, chamado de hidrodestilagdo ou coobagdo (MATOS & MATOS,
1989). O material vegetal, apds trituracdo ou moagem € colocado em um recipiente por onde
passa o vapor d’agua, que arrasta as substancias volateis. O vapor ¢, em seguida, condensado por
resfriamento e as fases hidrofilica e hidrofébica sdo separadas por decantacio (MAGALHAES,
1998, MATOS & MATOS, 1989).

Muitos fatores como a idade da planta, percentual de umidade do material colhido e
método de extracdo tém sido identificados como possiveis fontes de variacdo na composicdo
quimica, toxicidade e bioatividade dos extratos (LAHLOU, 2004).

Devido a sua complexa composicdo, os 0leos essenciais demonstram uma variedade de
acOes farmacologicas, tornando-os potenciais fontes para o desenvolvimento de novas drogas
(LAHLOU, 2004).

1.3) O género Croton

O género Croton, cujo nome significa “carrapato”, ¢ o segundo maior da familia
Euphorbiaceae e pertence a subfamilia Crotonoideae e tribo Crotoneae (BRAGA, 1976).
Compreende cerca de 1000 espécies, 650 das quais encontram-se na América e 300 no Brasil,
sendo o género de maior dispersdo no Nordeste (CRAVEIRO et al., 1981). Existem sob a forma
de ervas perenes, subarbustos e arbustos (BRAGA, 1976). Neste género é onde se encontram as
grandes populagdes vegetais de marmeleiros e velames na vegetagdo secundaria, principalmente
da caatinga (CRAVEIRO et al, 1981).
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Muitas espécies do género Croton sdo odoriferas e apresentam contetdo relativamente
rico em 6leo essencial, que estd distribuido em todos os 6rgdos da planta, principalmente nas
folhas e nas cascas do caule (CRAVEIRO et al., 1981). Essas espécies mostram-se de potencial
valor terapéutico em virtude do amplo uso popular como plantas medicinais, na forma de chas,
infusdes, cataplasmas e laxativos (DOURADO, 2003).

Espécies de Croton atraem o interesse para o seu estudo devido a diversidade do uso
popular, atividades bioldgicas e como fonte promissora de novos e interessantes compostos
naturais bioativos (DOURADO, 2003).

Uma grande variedade de espécies de Croton é utilizada com frequéncia na medicina
popular, apresentando atividade bioldgica relevante. Os Oleos essenciais e muitos de seus
constituintes ativos como terpendides, flavonodides e alcalides apresentam propriedades
terapéuticas comprovadas (RANDAU et al., 2002).

Estudos fitoquimicos tém demonstrado que os metabolitos secundarios ndo volateis mais
abundantes das espécies deste género sdo produtos naturais pertencentes principalmente a classe
dos terpenos, especialmente diterpenos, que isolados mostraram-se bioativos. Apresentaram
interessantes  propriedades biolégicas como atividade antitumoral, antiinflamatoria,
antimicrobiana, inseticida e antiespasmodica (DOURADO, 2003).

Um grande numero de espécies de Croton continua sendo estudado sob o aspecto quimico

e farmacoldgico e tém revelado diversas e importantes atividades bioldgicas.

Os 0leos essenciais de algumas espécies de Croton encontradas freqiientemente no Ceara
— Croton zehntneri, Croton nepetaefolius e Croton argyrophylloides — apesar de apresentarem
constituicdo quimica diferente tém, de forma geral, revelado atividades farmacoldgicas em
comum, como efeito antiespasmadico (COELHO-DE-SOUZA et al., 1998, MAGALHAES et al.,
2004), antioxidante (MORAIS, 2006), antinociceptivo e antiedematogénico (OLIVEIRA et al.,
2001; ABDON, 2002; MARQUES-CANUTO, 2005).
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Além disso, o 6leo essencial do Croton nepetaefolius demonstrou atividade hipotensora
(LAHLOU et al., 1999; LAHLOU et al., 2000), antimicrobiana e antivirética (LEMOS et al.,
1992) e blogueadora da excitabilidade neuronal (LIMA-ACCIOLY et al., 2006). O 6leo essencial
do Croton argyrophylloides, apresentou efeito antibacteriano (FORTES et al., 2003), e o do
Croton zehntneri mostrou-se eficaz no bloqueio da transmissdéo neuromuscular
(ALBUQUERQUE et al., 1995).

1.4) Croton sonderianus Muell. Arg.

Croton sonderianus, popularmente conhecido como “marmeleiro preto” ¢ uma das plantas
do género Croton mais abundantes e dispersas, sendo encontrada em toda a regido Nordeste,
especialmente no estado do Ceara (SILVEIRA, 1979).

Originaria do Brasil, cresce de forma silvestre desde o Piaui e o Nordeste até Minas
Gerais, ocupando as areas desmatadas e formando grandes conjuntos relativamente homogéneos
na caatinga que somam alguns milhares de hectares (LORENZI & MATOS, 2002).

Craveiro et al. (1981) o descrevem da seguinte forma:

A planta é uma arvore caducifélia, até 4 m, com ramos, folhas e cascas aromaticas. As
folhas sdo pilosas, oblongo lanceoladas, de tamanho médio e nervacdo pinada, base
cordada e dpice acuminado. Os ramos possuem tragos escuros que justificam o nome de
marmeleiro preto com o qual a planta é vulgarmente conhecida. As flores sdo dispostas
em racemos alongados.

Trata-se de uma espécie colonizadora, considerada praga invasora de pastagens e campos
de cultivo, apresentando grande poder reprodutivo e dificil erradicacdo. Popularmente conhecido

como “marmeleiro-escuro” ou “marmeleiro-preto”, em virtude de seu tronco e ramos possuirem
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um aspecto geral escuro (Figura 1), Croton sonderianus é a mais comum das plantas conhecidas
pela denominacdo genérica popular de marmeleiro. Habita principalmente a regido entre as bacias
do Rio Sdo Francisco e Parnaiba (CRAVEIRO et al., 1981). A figura 2 mostra as regifes do
Nordeste onde esta espécie pode ser encontrada.

Croton sonderianus apresenta-se como arbusto nas capoeiras do sertdo, ou arvore quando
cresce nas matas (MATOS, 1997). Fornece estacas e varas curtas para cercas, bem como para
preparacio de armadilhas para pesca da lagosta. E usado como forragem para alimentacdo de
bovinos, ovinos e caprinos. A literatura etnofarmacoldgica registra 0 uso de suas cascas como
medicacdo afamada para combater problemas estomacais, ora mastigando-se diretamente
pequenos pedacos, ora na forma de ché abafado; cita também o emprego desta mesma prepara¢do
no tratamento de hemorrdidas inflamadas e nos casos de hemorragia uterina (LORENZI &
MATOS, 2002; LIMA, 1996). Na medicina popular é utilizado por via oral, contra hemoptise,
dor de estbmago, vomitos, diarréia, cefaléia e ainda, como antiparasitario (MATOS, 1999;
MATOS, 1997).

Estudo fitoquimico realizado com o extrato benzénico do lenho do caule de Croton
sonderianus (coletado em Sobral — Ceard) revelou atividade antimicrobiana contra Staphylococus
aureus e Mycobacterium smegmatis. A literatura também relata o estudo do extrato hexanico das
raizes desta espécie, coletada no mesmo local, onde os ensaios biol6gicos revelaram interessantes
resultados contra bactérias Gram-positivo: Bacillus subtilis, Staphylococus aureus, e bactérias
Gram-negativo: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Mycobacterium smegmatis; contra
fungos: Candida albicans, Sacharomyces cerevisae e outros microorganismos (McCHESNEY et
al., 1991; DOURADO, 2003).

Recentemente, foi demonstrado o efeito antinociceptivo do 6leo essencial de Croton
sonderianus (SANTOS et al., 2005; CARNEIRO-LOUREIRO, 2003).
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Figura 1: Croton sonderianus Muell. Arg.

FONTE: Fotos cedidas do arquivo pessoal do Prof. Dr. José Henrique Leal Cardoso
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Figura 2: Mapa evidenciando a localizacdo geografica e os pontos de coleta e observagdo do Marmeleiro Preto no
Nordeste ()

FONTE: Craveiro et al, 1981.
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1.5) Anatomia e fisiologia do musculo liso da via aérea

A traquéia é a principal via aérea condutora, tendo como caracteristica marcante a
presenca de pecas cartilaginosas do tipo hialino em forma de C, em nimero varidvel, cujas
extremidades livres estdo voltadas para a regido dorsal. Esta regido encontra-se proxima ao
esdfago e € destituida de cartilagem, apresentando feixes musculares lisos que também podem ser
encontrados entre 0s anéis cartilaginosos (BEST & TAYLOR, 1990).

O mdasculo liso das vias aéreas (MLVA) esta distribuido desde a traquéia até os ductos
alveolares. Anatomicamente circunda o limen dos brénquios e bronguiolos, sendo este ultimo o
sitio de maior proporgdo de misculo liso na parede, em relacdo ao didmetro da luz. E encontrado
nas vias aéreas superiores, na regido posterior da traquéia, juntando e fixando os anéis
cartilaginosos e, nas vias aéreas inferiores, é orientado dentro de um padréo de hélice-anti-hélice
sugerindo uma arquitetura altamente eficiente que aumenta grandemente a habilidade de
sustentacdo do musculo (AMRANI & PANETTIERI, 2003).

A tragquéia é uma fonte conveniente de masculo liso para estudos bioguimicos e biofisicos
de elementos contrateis. O MLVA de mamifero controla o didmetro das vias aéreas e a
resisténcia a passagem do ar. O ténus muscular é controlado por varios sinais externos que sdo
traduzidos em trabalho til através de proteinas contrateis (GERTHOFFER, 1991).

Assim como no musculo esquelético e cardiaco, as células do MLV A contém miofibrilas
constituidas de actina, miosina e tropomiosina. Outros componentes protéicos (como caldesmon,
calponina, MLCK e fosfatases) sdo similares ao encontrados em outros mausculos lisos
(RUSSELL, 1986; GERTHOFFER, 1991).

As células do musculo liso da via aérea in vivo funcionam como um grupo, um sincicio,

um ambiente mecanicamente ativo. Quando o comprimento do musculo é alterado, muitos
componentes intra e extracelulares sdo afetados (BAI et al., 2004, STEVEN & HAI, 2000).
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O MLVA utiliza os reservatdrios de calcio intra e extracelular para a contracdo. Estas
fontes de Ca?*, bem como os tipos de canais, s&o utilizadas dependendo do agonista usado para

contrair, sua concentracao, o tipo e local de musculo liso a ser investigado. (RUSSELL, 1986).

1.6) Acoplamento excitagdo-contracdo do musculo liso das vias aéreas

O termo acoplamento excitagdo-contracdo esta relacionado a cadeia de processos que
ligam um estimulo a seus efeitos subseqtientes no nivel de calcio livre no citoplasma, sem incluir
a contracdo propriamente dita (SPERELAKIS, 1993).

A regulacdo do tébnus do MLVA, in vitro, é feita por um sinal extracelular que provoca
uma resposta celular de forca através de dois tipos gerais de transducdo de sinal, eletromecénico
(dependente da funcdo de canal e fluxos ibnicos, caracterizado pelas mudancas no Ep) e
farmacomecanico (mediado por substancia quimica independente de mudancas no Ep)
(GERTHOFFER, 1991).

No MLVA, a [Ca*']i é um elemento critico para a transducdo de sinais na regulacéo da
contragcdo muscular, proliferacdo celular e expressdo de genes. Uma grande variedade de eventos
celulares é controlada por um aumento transiente na [Ca®*]i. As duas maiores fontes de Ca** sdo o
meio extracelular e os estoques intracelulares. Sabe-se que a liberagdo dos estoques intracelulares
de Ca®*, presumivelmente do RS, desempenha papel principal na iniciacdo da contragdo do
MLVA de varias espécies, incluindo de humanos (MARTHAN, 2004; GOMEZ-VIQUEZ et al.,
2003, SWEENEY et al., 2001).

Janssen (2002) relata que o RS forma camadas ao redor da superficie interna da célula,
dessa forma dividindo o citosol em dois compartimentos: um espaco periférico imediatamente
sob a plasmalema, onde os canais idnicos sdo encontrados (muitos sendo regulados por Ca**) e o

espaco citosélico profundo, onde o aparato contratil € encontrado.
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Deste modo, a célula poderia dissociar a influéncia do Ca®" nas atividades mecanicas e
elétricas. Este modelo de “barreira superficial de tamponamento” enfatiza que o RS funcionaria
como uma barreira ao influxo de Ca®* e entdo a presenca de um agonista tornaria esta barreira
permeével (ETHIER et al., 2001).

O RS, que atua como uma fonte limitada de Ca**, apresenta canais para Ca”" ativados por
IP3 e canais que sdo ativados pelo proprio Ca®* (liberacdo de Ca*" induzida pelo Ca*), também
chamados receptores de rianodina (BAZAN-PERKINS et al., 1998).

O aumento na [Ca®']i é um passo essencial para o acoplamento excitagdo-contracio do
MLVA. Nestas células a excitacdo é acompanhada pela despolarizacdo da membrana mediada
primeiramente por ativacdo de correntes de CI” e de cations ndo-seletivas, bem como supressao de
correntes de K*. A despolarizacdo ativa correntes de Ca®* voltagem-dependentes que sdo
suficientes para desencadear contracdo em resposta ao cloreto de potassio (BAZAN-PERKINS et
al., 1998; JANSSEN, 2002).

Existem evidéncias eletrofisioldgicas que indicam a presenca de duas classes de canais
para K* no MLVA: canais Ca’*-dependentes (Kcs) e voltagem-dependentes (Ky). Pesquisas sobre
a existéncia de outras classes de canais para K* no MLVA ainda estdo sendo realizadas
(JANSSEN, 2002).

Muitos estudos tém caracterizado as correntes de Ca®* no MLVA (geralmente o traqueal)
como sendo quase exclusivamente utilizando canais do tipo L. No entanto, a entrada de Ca®* no
MLVA pode também envolver canais para cations nio-seletivos e/ou canais para Ca”* operados
por receptor. Janssen et al. (1999) demonstraram um aumento da concentracdo intracelular de
Ca®* subsarcolemal e na atividade das correntes de K* e CI dependentes de Ca** na membrana,
sem ativacdo de canais para Ca** dependentes de voltagem.

Sweeney et al. (2001) relatam que nas células do MLVA existem pelo menos trés classes

de canais para Ca’* no sarcolema: canais dependentes de voltagem (VOC), canais operados por

receptor (ROC) e canais operados por estoques (SOC), que séo ativados pela deplecdo dos
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estoques intracelulares de Ca®*. Além destes, foi demonstrado que a membrana celular também
apresenta canais para Ca*" ativados por estiramento. A abertura destes canais ocorre quando
pressdo ou outras forcas distorcem a membrana, permitindo que o Ca®* entre e inicie a contracéo
que, por partir de uma propriedade da propria fibra muscular, € conhecida como contragdo

miogénica.

Numerosas fun¢bes do MLVA sdo mediadas por sinalizacdo através de receptores
acoplados a proteina G incluindo contracdo, crescimento celular e secrecdo de varias citocinas,
eicosandides e fatores de crescimento que orquestram a inflamacdo e promovem o
remodelamento da estrutura da VA. Esta sinalizacdo transmembrana envolve ativacdo em cascata
do receptor, proteina G e efetor. O receptor, ao se ligar ao agonista, sofre uma mudanca
conformacional que expde um sitio com alta afinidade para ligar uma proteina G em seu estado
inativo, especificamente o terminal C da subunidade o. A ligacdo da proteina G ao receptor leva
a substituicdo de GDP por GTP e induz uma mudanga conformacional, com dissocia¢do da
subunidade o do dimero By. A subunidade o da proteina G ativa a PLC que, por sua vez,
promove a hidrolise de PIP, em DAG e IP;. DAG permanece ligado a membrana e promove a
translocacdo da PKC da membrana para o citoplasma e sua subseqiiente ativacdo. A PKC ativada
é capaz de ativar varios substratos, inclusive a calponina, levando a perda de sua habilidade em
inibir a actomiosina ATPase. A fosforilacdo de intermediarios da via da MAPK — que ativa
fatores de transcricdo de genes envolvidos na promocédo do crescimento do MLVA — também é
mediada pela PKC. MAPK e PKC fosforilam e estimulam a atividade catalitica da PLA,, com
liberacdo de &cido araquiddnico (BILLINGTON & PENN, 2003).

Ja o IP3, outro produto da hidrélise do PIP,, interage com receptores de 1Pz localizados no
RS, resultando na abertura de canais para Ca®* e conseqiiente efluxo de Ca*" para o citosol. A
elevacdo na [Ca?*]i promove a ligagdo do Ca®* & CaM, que entdo ativa a quinase de cadeia leve
da miosina (MLCK). O complexo Ca**-CaM-MLCK catalisa a fosforilacdo das cadeias leves da
miosina, causando a contracdo por estimulacio da atividade da Mg**-ATPase da miosina ativada
(BILLINGTON & PENN, 2003; RUSSEL, 1986).
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A fosforilacdo da miosina aparenta ser um evento passageiro que € responsavel por uma
alta velocidade de encurtamento. O mecanismo responsavel pela manutencao da forca isométrica
é desconhecido, embora um segundo mecanismo dependente de Ca®* com uma maior
sensibilidade para Ca®* que para MLCK-ativada tenha sido hipotetizado. A forca deveria ser
mantida pelo ciclo lento das pontes cruzadas ndo-fosforiladas ou por uma pequena quantidade de
pontes cruzadas fosforiladas (RUSSELL, 1986).

Outras possiveis vias de sinalizacdo envolvidas no acoplamento excitagdo-contracdo no
MLVA tém sido investigadas: a fosforilacdo das proteinas do citoesqueleto, a fosforilagdo da
tirosina mediada por integrinas, a fosforilacdo de caldesmon/calponina mediada por quinase, com
regulacdo extracelular e as mudancas induzidas por agonistas na sensibilidade do aparato
contratil ao Ca**, fazendo com que o proprio nivel basal de Ca®* intracelular fosse suficiente para
evocar contracdo (JANSSEN et al., 2001; GUNST & TANG, 2000; TOLLOCZKO et al., 2000).

A ativacdo de quinase com regulacdo extracelular mediada por endotelina foi
recentemente mostrada como sendo dependente do influxo de Ca, indicando certo cruzamento
das vias Ca”*-dependente e Ca®*-independente (JANSSEN, 2002).

Outro mecanismo recentemente discutido envolve a ativacdo da proteina monomérica Rho
que por sua vez transloca a membrana e ativa a Rho quinase. Esta ultima fosforila, e deste modo
inativa, a fosfatase de cadeia leve de miosina (MLCP), levando a contracdo por acimulo em rede
de cadeias leves de miosina fosforiladas (JANSSEN, 2002).

1.7) Relaxamento do musculo liso da via aérea

O mecanismo envolvido no relaxamento do MLVA envolve a reducdo dos niveis
intracelulares de Ca®*. A reducdo da [Ca®*]i ocorre, dentre outras formas, pela agdo de uma Ca*'-
ATPase do RS (SERCA) e pelo transporte do Ca®" para fora da célula por um antiportador
3Na*/Ca®" e uma Ca**-ATPase sarcolemal. (BINNAZ et al., 2006; MARTHAN, 2004)
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Roux e Marhl (2004) propuseram que a diminuicéo da [Ca®']; se deve, pelo menos em

parte, & recaptacdo do Ca?* que foi liberado do RS pela mitocondria.

A deplecdo do Ca* intracelular ativa os canais operados por estoque (SOCs), que
desencadeiam um influxo de Ca?* para reabastecer os estoques do RS (GOMEZ-VIQUEZ, 2003).

Também tem sido proposto que os canais para Ca** dependentes de voltagem do
sarcolema podem desempenhar um papel importante no reabastecimento do RS (BOURREAU et
al., 1993; JANSSEN & SIMS, 1993)

RUSSELL (1986) relata que o relaxamento do MLVA ocorre com estimulacdo dos
receptores beta-adrenérgicos, levando provavelmente a um aumento no AMPc intracelular que
estimula uma proteina quinase dependente de AMPc (PKA) a catalisar a fosforilacdo de uma
protefna que conduz ao relaxamento por reducéo da [Ca®'];.

O relaxamento por estimulacdo da proteina G ocorre quando a proteina Gs € ativada por
agentes enddgenos catecolaminas circulantes, PGs, iso-prostanes, adenosina e VIP. A ativacao
da proteina Gs, a subunidade o ativa a adenilil ciclase, que catalisa a formacado de AMPc. Este,
por sua vez, ativa a PKA induzindo uma mudanca conformacional que forca a liberagdo de suas
subunidades cataliticas ativas. A PKA pode fosforilar varias proteinas intracelulares, certos
receptores acoplados a proteina Gq e, ainda, a PLC. Desta forma, ao inibir o complexo receptor-
proteina G e a PLC, a PKA inibe a lise de PIP, e por conseqiiéncia, o fluxo de Ca*". Também
promove a fosforilagdo do receptor de IPs, reduzindo sua afinidade por IPs; e limitando a
mobilizagdo de mais Ca**. Além disso, a PKA fosforila a MLCK, diminuindo sua afinidade para
Ca-CaM, o que reduz a atividade e a fosforilacdo das cadeias leves de miosina. PKA também
fosforila Kc,, promovendo hiperpolarizagdo por aumentar a probabilidade de seu estado aberto e
portanto, o efluxo de K™ (BILLINGTON & PENN, 2003).
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Estudos mostram que existe uma provavel interacdo entre substancias biologicamente
ativas produzidas pelo epitélio da via aérea e o relaxamento do MLVA (FOLKERTS &
NIJKAMP, 1998).

O mecanismo envolvido nos relaxamentos espontaneos é claramente diferente do que é
provocado eletricamente. Este Ultimo parece ndo ser mediado por autacéides liberados pelo
epitélio (JANSSEN & WATTIE, 1996; JANSSEN & NANA, 1997).

Alguns agonistas como o NO promovem broncodilatacdo por ativacdo de Kc,,

promovendo hiperpolarizacao e, supressao de correntes de entrada de CI" (JANSSEN et al., 2000)

Janssen (2002) relata, no entanto, que a hiperpolarizacdo sozinha nao é suficiente para
promover o relaxamento do MLVA. Portanto, um melhor entendimento do relaxamento evocado
por agonistas demanda uma nova énfase em outros mecanismos gque ndo a ativacdo de canais para
K*. A maioria dos broncodilatadores que ativa canais para K* é conhecida por exercer outros
efeitos no MLVA, incluindo a diminuicdo da sensibilidade do aparato contratil ao Ca®*, inibicdo
do IP3 por ligacdo com seu receptor no RS, promovendo supressao da liberacdo de Ca®* induzida
por 1P3 e melhora da recaptacdo/extrusdo de Ca*.

1.8) Epitélio da via aérea

As vias respiratdrias, como a traquéia, sao revestidas por um epitélio pseudo-estratificado,
cilindrico e ciliado. Este epitélio é assim chamado porque, apesar de apresentar apenas uma
camada de células, os nucleos celulares se apresentam em alturas diferentes entre as células
vizinhas, dando a impressdo de sobreposicdo. Esse fendmeno ocorre especialmente na
microscopia de luz onde ndo é muito clara a visualizacdo da membrana plasmatica, o que pode
ser explicado pelo fato de nem todas as células apoiadas na ldmina propria alcancarem a
superficie apical exatamente na mesma altura o que também deslocaria os nicleos no eixo

longitudinal. Nesse epitélio podemos observar projecdes ciliares cujos movimentos ajudam a
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deslocar o muco produzido pelas células caliciformes sobre a superficie basal (CORMACK,
1979).

O epitélio das vias aéreas consiste em uma populacdo heterogénea de células que formam
juncdes muito proximas, chegando a impedir 0 acesso a estruturas subjacentes e agindo como
uma barreira fisica a irritantes. Também executa diversas fun¢bes como motilidade ciliar,
secrecdo mucosa e transporte de ions, além de apresentar propriedades de barreira imunolégica,
visto que suas células sdo dendriticas, dotadas de histocompatibilidade (SPINA, 1998). A camada
epitelial apresenta, ainda, funcdo metabolica e secretoria (FOLKERTS & NIJKAMP, 1998).

As células epiteliais das vias aéreas sdo capazes de sintetizar, além do muco, ampla
variedade de substancias biologicamente ativas, como enzimas, citocinas, quimiocinas, o 0xido
nitrico (NO), produtos da ciclooxigenase (COX), endotelinas, acetilcolina (ACh), além do ainda
nao reconhecido fator relaxante derivado do epitélio (EpDRF) (MOFFATT et al., 2004;
FOLKERTS & NIJKAMP, 1998).

Desta forma, torna-se evidente o papel ativo do epitélio na resposta a diversos agentes
farmacoldgicos, bem como na modulacdo da funcdo do musculo liso da via aérea (MLVA) em
muitas espécies (SPINA, 1998).

Na via aérea, as endotelinas sdo sintetizadas e liberadas pelas células epiteliais. Em
coelhos, a endotelina, agindo em dois principais subtipos de receptores (ETa e ETg) pode contrair
0 MLVA diretamente ou indiretamente via facilitacdo da neurotransmissdo parassimpatica
(HATZIEFTHIMIOU et al., 2005).

Em 2004, Moffatt e cols. demonstraram que a serotonina (5-HT), atuando em receptores
5-HT,a em células epiteliais da traquéia de camundongos, estimula estas células a liberar ACh,
que entdo causa contracdo do masculo liso traqueal. Estes resultados sugerem que a ACh
derivada do epitélio pode ser o mediador final da broncoconstric¢do anafilatica em camundongos,
podendo desempenhar um papel importante na responsividade alterada da via aérea em modelos

de doenca respiratoria.
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No entanto, estudos mais recentes relatam que a constric¢cdo da VA induzida por 5-HT se
deve a liberacdo de um fator broncoconstrictor derivado do epitélio que é diferente da ACh
(KUMMER et al., 2006).

O epitélio produz, ainda, substancias relaxantes, como o NO, prostaglandina E, (PGE_y) e
EpDRF, que podem gerar relaxamento do MLVA diretamente e assim, modular a responsividade

da via aérea, protegendo-a de uma constriccao excessiva.

O NO e seus doadores relaxam o musculo liso respiratorio de humanos in vitro
provavelmente através da ativacdo da guanilato ciclase, associado ao aumento do GMPc. De
forma geral, os varios achados apontam o NO como supressor da responsividade da via aérea.
Vérios dados experimentais sugerem que o NO derivado do epitélio estd implicado no
antagonismo funcional das contracbes da via aérea induzidas por diversos espasmogenos
(FOLKERTS & NIJKAMP, 1998; KLOEK et al., 2002).

Hatziefthimiou et al. (2005) demonstraram que o epitélio participa da modulacdo da
responsividade do masculo liso traqueal dependendo da tensdo de repouso aplicada e que este
efeito era devido, pelo menos em parte, a0 aumento da producdo endogena de NO decorrente do

estiramento.

As celulas epiteliais expressam a enzima 0xido nitrico sintase (isoforma eNOS) e alguns
agentes contrateis, como a histamina, estimulam sua atividade, levando a producédo de NO pelo
epitélio. Por outro lado, também €é possivel que o estiramento do tecido altere a atividade da
eNOS (FOLKERTS & NIJKAMP, 1998; HATZIEFTHIMIOU et al., 2005).

A prostaglandina E; (PGE;) é um produto da COX que apresenta atividade relaxante. A

PGE; pode ser liberada pela camada epitelial ap6s estimulagcdo por grande nimero de agentes
farmacoldgicos e atua suprimindo as contragdes da via aérea (FOLKERTS & NIJKAMP, 1998).
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Alguns estudos mostram que forcas mecanicas podem afetar a expressdo da COX e
estimular a producéo de prostaglandinas (HATZIEFTHIMIOU et al., 2005). Assim como o NO,
as prostaglandinas contrapdem-se as contra¢fes induzidas por histamina nas vias aéreas. Além
disso, dados experimentais mostram que a PGE; derivada do epitélio constitui um dos
mediadores que causam taquifilaxia a histamina, o que justifica 0 aumento da sensibilidade da via
aerea a este agente apds lesdo epitelial (FOLKERTS & NIJKAMP, 1998; KLOEK et al., 2002).

O epitélio esta envolvido na regulacdo da reatividade da via aérea a agentes broncoativos

também através da liberacdo do chamado fator de relaxamento derivado do epitélio (EpDRF).

Foi demonstrado que o EpDRF é liberado em resposta a mudancas incrementais na
osmolaridade das solucdes que banham o epitélio. Evidéncias tém indicado que o EpDRF
liberado em resposta & solucdo hiperosmolar ndo é nem um prostandide, nem o 6xido nitrico.
Ademais, a liberacdo do EpDRF estd associada a mudancas na atividade bioelétrica do epitélio
(FEDAN et al., 2004).

Miwa et al. (2007) demonstraram que solucdo salina hipertonica leva a alteracdes da
barreira epitelial, aumentando sua permeabilidade, embora ndo altere o transporte de

macromoléculas a curto-prazo.

A camada epitelial apresenta, ainda, funcdo metabdlica. O epitélio contém enzimas
degradativas, incluindo endopeptidases neutras que metabolizam uma gama de extensiva de
peptideos biologicamente ativos, enzimas envolvidas na conjugacdo de sulfato, e enzimas do
sistema oxidases de funcdo mista como o citocromo P-450 (SPINA, 1998). A enzima heme
oxidase (HO), expressa no epitélio, pode modular a reatividade do MLVA a agonistas como o
carbacol (FEDAN et al., 2004). Além disso, a atenuacdo da contracdo induzida por histamina no
masculo liso traqueal de bovinos tem um componente metabdlico exercido pelo epitélio, visto
que este manifesta atividade histaminase, pela expressdo da enzima histamina-N-metil-
transferase (JOLLY & DESMECHT, 2003).
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A importancia do epitélio na responsividade da via aérea é notdria quando se avaliam as

repercussdes provocadas pelo dano epitelial, uma das consequiéncias da inflamacao da via aérea.

O epitélio traqueobrénquico esta sujeito a muitas lesdes, tanto bioldgicas (como S. aureus
e influenza virus) quanto quimicas, como os oxidantes presentes no tabaco, que invariavelmente
provocam inflamagdo. Como consequéncia da inflamacdo, o epitélio é bombardeado com
citocinas pré-inflamatorias, fatores de crescimento e radicais livres liberados pelas células
inflamatorias (NETTESHEIN & BADDER, 1996).

Especificamente o cigarro promove anormalidades estruturais e funcionais no epitélio
traqueal, como perda dos cilios, hiperplasia das células basais e aumento no nimero de células

inflamatdrias subepiteliais (ISIK et al., 2006).

Netteshein & Badder (1996) relataram que a exposicao do epitélio a0 TNF o induz a um
aumento da producéo de PGE; e de muco, que representa um mecanismo de protecdo contra as

agressoes.

Pesquisas recentes tém demonstrado que fibroblastos também atuam sobre o epitélio,
aumentando a secre¢do de muco e gerando efeitos estimulatérios na migracao, proliferacdo e
diferenciacdo de células epiteliais (KOBAYASHI , 2006).

Muitos estudos in vitro ttm mostrado que a lesdo epitelial leva a um aumento da
responsividade brénquica a diferentes agonistas farmacolégicos (BOSKABADY &
TEYMOORY, 2003).

Holroyde (1986) mostrou que a remocdo do epitélio da via aérea provoca um aumento da
responsividade a histamina, acetilcolina, cloreto de potéssio e isoprenalina, que se justificaria
pelo aumento da permeabilidade e mais facil acesso dos ligandos aos receptores, levando a

potencializagdo dos efeitos do agonista quando o epitélio era removido.
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Atualmente sabe-se que a perda da integridade epitelial pode levar a hiperresponsividade
da via aérea por varios mecanismos, que incluem: o aumento da permeabilidade a antigenos;
exposicao das fibras nervosas sensoriais e ativagdo de mecanismos reflexos locais; mudancas na
osmolaridade do fluido da superficie de revestimento brénquico; perda da inativacdo da peptidase
ligada a membrana (endopeptidase natural), que degrada a substancia P em metabdlitos inativos;
ou pela reducdo dos fatores de relaxamento derivados do epitélio e liberacdo de mediadores
espasmaogenos, como a endotelina (BOSKABADY & TEYMOORY, 2003).

Portanto, a deterioracdo funcional do epitélio, como ocorre comumente nas doencas
inflamatdrias, promove uma resposta exagerada da via aérea aos agentes constrictores. Neste
sentido, para a execugdo deste trabalho foram consideradas, no seu desenvolvimento, amostras de
traquéia isolada de ratos com e sem epitélio, para averiguacdo mais fidedigna das propriedades

antiespasmodicas do OECs sobre 0 MLVA.
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2- OBJETIVOS

2.1) Geral

Avaliar as acfes farmacoldgicas de diferentes amostras de Oleo essencial de Croton

sonderianus na contratilidade da musculatura lisa da traquéia.

2.2) Especificos
Investigar os efeitos do 6leo essencial de Croton sonderianus sobre o tonus basal da traquéia
isolada de ratos.
Caracterizar o efeito do Oleo essencial de Croton sonderianus sobre o musculo liso da
traquéia, estudando sua atividade sobre as contracfes desse musculo induzidas por potassio

(acoplamento eletromecénico) e acetilcolina (acoplamento farmacomecanico).

Verificar o papel desempenhado pelo epitélio da via aérea nas acdes do Gleo essencial de

Croton sonderianus sobre musculo liso traqueal.

Investigar a participacdo do Ca®* no(s) possivel (is) mecanismo(s) de acdo deste 6leo

essencial sobre a contratilidade do muasculo liso da traquéia de ratos.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1) MATERIAL

3.1.1) Sais e solucdes fisioldgicas

Os sais utilizados no preparo das solugdes fisiologicas sdo de grau de pureza analitica,
obtidos das companhias Sigma Chemical Corporation (St. Louis, Missouri, USA), Merck
(Darmstadt, Germany) ou Reagem (Rio de Janeiro, RJ, Br). As concentragfes estdo expressas em

milimol/litro (mM) ou micromol/litro (uM).

Cloridrato de acetilcolina (ACh), polyoxyethylenesorbitan Tristearate ou Tween 80 (TW)
e acido etileno-bis (p-amino-etil-éter)-N,N,N",N"-tetracético (EGTA) foram adquiridos da Sigma

Chemical Corporation.

Foi utilizada solugéo nutridora de Tyrode modificada (TM), com a seguinte composicao,
em mM: NaCl 136; KCI 5,0; MgCl, 0,98; NaH,PO4 0,36; NaHCO3 11,9; CaCl, 2,0 e glicose 5,0.
A solucdo nutridora foi mantida em aeracdo constantemente por borbulhamento de ar, a
temperatura de 37°C e pH ajustado para 7,4 através de HCI 1M e/ou NaOH 1M.

A solucdo de Tween 80 a 0,5% foi preparada diluindo-se TW diretamente em TM e em

seguida agitando-se manualmente.

O OEC:s foi utilizado a partir de solugdes estoques, preparadas atravées da diluicdo do 6leo

em solugéo de TM + TW, com homogeneizag&o por agitagdo manual.
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As adicBes de OECs, cloreto de potéssio (KCI) e acetilcolina (ACh) foram feitas de forma
hipertdnica, ou seja, estas substancias foram adicionadas em volumes especificos diretamente no

banho para atingir as concentragdes finais desejadas nas cdmaras de 6rgao isolado.

A solugdo livre de célcio ou “zero calcio” (0Ca®") foi preparada por omisséo de CaCl, da
solucéo de TM e adicdo de 0,2 mM de EGTA.

3.1.2) Oleo essencial de Croton sonderianus (OECs)

As amostras de OECs utilizadas neste trabalho provém de plantas coletadas no municipio
de Vigosa do Ceard. Uma das amostras advém de plantas coletadas no horério de 21 horas (OECs
21) enquanto para a outra amostra as plantas foram coletadas as 13 horas (OECs 13). A coleta foi
realizada por uma equipe conduzida pelo Prof. Dr. José Henrique Leal Cardoso e a identificacéo
botanica da espécie foi confirmada pelo doutor Afranio Fernandes, da Universidade Estadual do

Cearad (UECE). Amostras das plantas foram depositadas no herbario Prisco Bezerra (UFC).

A extracao do dleo essencial foi feita no laboratorio de quimica da Universidade Estadual

do Ceara, através do método de hidrodestilacao ou arraste por vapor d’agua.

As amostras foram analisadas no Parque de Desenvolvimento Tecnoldgico da
Universidade Federal do Ceard (PADETEC/UFC) e a composicao de cada uma foi determinada
por cromatografia gasosa associada a espectometria de massa (Figura 3). Os espectros de massa
foram comparados com espectros que constam no computador do espectrometro de massa e
foram confirmados pelo indice Kovats (CRAVEIRO et al.,1984).

A composicao das diferentes amostras de OECs é mostrada nas tabelas 1 e 2.
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Figura 3: Cromotograma do OECs 21 (a) e OECs 13 (b).
FONTE: Parque de desenvolvimento tecnolégico da Universidade Federal do Ceara (PADETEC/UFC)
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Tabela 1. Composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de Croton
sonderianus (amostra de 21 hs), coletado em abril de 2004, na cidade de
Vigosa do Ceara.

Composto Conteudo (%)
Espatulenol 18,32
B-cariofileno 14,58
Oxido de cariofileno 8,54
1,8-cineol 8,38
Aromadendreno 6,42
Mirceno 4,18
a-selineno 4,02
B-selineno 3,59
Germacreno-D 3,30
o-pineno 3,18
[-felandreno 3,03
o-humuleno 2,83
Alloaromadendreno 2,31
p-cimeno 1,77
y-cadineno 1,29
Epdxido de humuleno 1,19
[-elemeno 0,90
a-cubebeno 0,77
d-cadineno 0,76
Globulol 0,76

Total identificado 90,12




Tabela 2. Composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de Croton
sonderianus (amostra de 13 hs), coletado em julho de 2005 na cidade de
Vigosa do Ceara.

Composto Conteudo (%)
Biciclogermacreno 16,29
-felandreno 15,42
B-cariofileno 13,82
a-pineno 9,87
Espatulenol 9,09
B-pineno 5,53
Aromadendreno 4,70
Germacreno-D 3,63
Mirceno 3,43
o-humuleno 2,30
d-cadineno 2,16
Alloaromadendreno 2,10
y-muruoleno 1,66
Sabineno 1,41
o-felandreno 1,38
-selineno 0,99
Globulol 0,97
o-copaeno 0,96
B-burbuneno 0,91
a-tujeno 0,73
Canfeno 0,67
y-cadineno 0,62
y-terpineno 0,46
B-pineno 0,35

Total identificado 99,45




3.1.3) Animais

Foram utilizados ratos albinos, Rattus novergicus, variedade Wistar, do sexo masculino,
com massa corporal entre 250-350 gramas, provenientes do biotério do Instituto Superior de
Ciéncias Biomédicas (ISCB) da Universidade Estadual do Ceara (UECE). Os animais foram
mantidos em caixa de propileno em ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a agua e

racéo.

Os experimentos foram realizados obedecendo-se aos padrfes éticos de manipulacdo e
utilizacdo de animais experimentais estabelecidos pelo comité de ética da Universidade Estadual
do Ceard (UECE).

3.2) METODOS

3.2.1) Preparacdo in vitro e mensuracao da atividade contratil

Os animais foram sacrificados por concusséo cerebral e em seguida pesados. As regides
cervical e tordcica foram abertas cirurgicamente por incisdo longitudinal para exposicdo dos
6rgdos internos, seguida do afastamento das glandulas e musculos e cuidadosa remocdo da
traquéia. Esta foi rapidamente transferida para uma placa de Petri contendo solucdo nutridora TM
e manuseada para eliminacdo dos tecidos anexos e seccionamento de segmentos transversos

circulares, cada um contendo 3-5 anéis cartilaginosos traqueais.
Foram realizados alguns experimentos onde a traquéia foi cuidadosamente manuseada

para preservar o epitélio, enquanto em outros experimentos o epitélio foi retirado mecanicamente

através da insercdo de hastes com algodédo na superficie interna do anel de traquéia.
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Quatro segmentos traqueais foram montados verticalmente em camaras para 6rgéo isolado
com 5 ml de capacidade, contendo solucdo de TM oxigenada por borbulhamento de ar, mantida a
37°C e pH 7,40.

Em uma das extremidades, a preparacdo foi conectada a uma base fixa, enquanto a outra
foi conectada a um transdutor de forga do tipo “Strain Gage” (Grass Instruments, modelo FT.03,

Quincy, Mass, EUA) através de fixadores triangulares de aco inoxidavel ligados a fio de algodéo.

As respostas musculares mecéanicas, geracdo de forca ou relaxamento, foram
transformadas em sinal elétrico por um transdutor de forca conectado a um amplificador
diferencial (DATAQ, modelo PM-1000, USA) e este na entrada de uma placa conversora
analdgica digital (DATAQ DI-200) instalada num computador IBM Pentium. Os dados foram
convertidos em tracados e armazenados em arquivos através do software WINDAQ verséo 1,65
(DATAQ Instrumentos, Inc. USA), para posterior analise (Figura 4).

Apos a montagem da preparacao, o tecido foi submetido a estabilizagdo sob tenséo de 1
grama por uma hora, para manutencdo do tensionamento fisiol6gico. Em seguida foi considerado
como zero, linha de base ou ténus basal da preparacdo, o valor de tensdo no qual ela se
estabilizou. Alteracdes desta linha para cima foram consideradas como contragdes e para baixo,

como relaxamento.
Os experimentos foram realizados de forma a sempre existirem 4 pecas de traquéia

montadas em paralelo, onde 2 eram expostas ao OECs e 2 ao veiculo (TM + TW). Estas
preparagdes, controles e experimentais, foram submetidas a situagdes idénticas.
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Figura 4: Representacdo esquematica do sistema de registro das respostas musculares mecanicas
FONTE: Desenho elaborado por Jodo Luis Carvalho de Souza — Laboratério de Eletrofisiologia —
Universidade Estadual do Ceara
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3.2.2) Analise Histologica

Apo0s o0s protocolos experimentais a preparacdo foi cuidadosamente retirada do sistema e
colocada em recipientes que foram submersos em solucdo formaldeido 10%. Em seguida, 0s
anéis traqueais foram incluidos em parafina e seccionados em fragmentos de aproximadamente

0,5 um de espessura, que foram analisados ao microscopio optico.

Foram utilizados anéis traqueais com e sem desnudamento mecanico do epitélio. Alguns
segmentos de traquéia ndo foram montados nos fixadores triangulares de aco inoxidavel e
submetidos a tensdo de 1 g. Esses segmentos foram expostos ao OECs e ao veiculo seguindo o
mesmo protocolo experimental dos experimentos com registro de tenséo, para verificar-se se o

OEC:s lesava o epitélio.
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3.2.3) Protocolos experimentais

Foram realizadas curvas concentracdo-resposta para determinar os efeitos do de OECs
sobre 0 musculo liso traqueal de ratos. Elas foram obtidas pela exposicdo da preparacdo a
concentragdes crescentes de OECs , cumulativas ou ndo, adicionadas diretamente ao banho, por

periodo suficiente para a formacgéo de um plat6 de resposta, para cada concentragéo.

Os protocolos descritos a seguir
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Os efeitos do OECs sobre o tbnus basal do masculo liso traqueal de ratos foram testados
através da administracdo de concentragcdes crescentes e cumulativas de OECs diretamente na

camara contendo os anéis de traquéia (Figura 6a)

Para avaliar os efeitos do OECs sobre contragdes induzidas por K* (Figura 6b) foram
adicionadas concentragdes crescentes e cumulativas destas substancias a preparagao pré-contraida
por 80 mM de KCI (Kago).

Em outro protocolo, a preparagdo foi exposta a contra¢fes induzidas por ACh (10uM) na
auséncia e em seguida, na presenca de concentracdes crescentes e ndo-cumulativas de OECs, a
fim de averiguar a capacidade destas substancias em inibir uma contragdo subseqiiente de ACh

(Figura 6c¢).

Os efeitos do OECs sobre o componente da contracdo induzida por ACh que independe de
Ca®* extracelular também foram avaliados, visando elucidar a participagdo do célcio extracelular
no efeito destas substancias. Para tanto, foi induzida uma contracdo em resposta a 60 uM de

ACh, em meio 0Ca*" em presenca e auséncia de OECs. (Figura 6d)
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Figura 5. Desenho representativo dos protocolos realizados

a. Efeito do OECs sobre o tdnus espontaneo da traquéia isolada de ratos.
Efeito do OECs sobre contragfes submaximais induzidas por K* (80mM)
c. Efeito do OECs sobre as contragdes induzidas por ACh (10uM)
d. Efeito do OECs sobre as contracdes induzidas por ACh(60uM) em meio 0Ca**
V indica lavagem com solugdo TM; OECs indica a adi¢do de concentragdes crescentes (cumulativas ou néo) de

OECs; o numero logo abaixo de OECs indica a concentragdo em que o 6leo foi usado (em pg/ml); e indica

contragdo evocada por 60mM de K* e <, por 80mM de K'; * representa contracio evocada por 10uM de ACh

e O indica contracdo por 60 uM de ACh; l indica a solugao nutridora isenta de Ca**
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3.2.4) Analise estatistica

Os resultados s@o apresentados como meédia + erro padrdo (n), onde n representa o
namero de experimentos. Os gréaficos foram produzidos através do software Sigma Plot 9.0 e foi
utilizado o software Sigma Stat 3.1 para a analise estatistica.

Foram considerados estatisticamente diferentes os resultados que apresentaram
probabilidade de ocorréncia da hipotese de nulidade menor que 5% (p<0,05). Para comparagéo de
dois grupos foi realizado o teste t pareado ou ndo e para mais de dois grupos experimentais,
analise de variancia (ANOVA), seguido de técnica de contraste (testes paramétricos ou ndo

paramétricos), conforme apropriado.
As ICsy foram calculadas por interpolacdo semi-logaritmica a partir dos experimentos

individuais, sendo consideradas neste trabalho como a concentragdo da substancia capaz de

produzir 50% de seu efeito maximo.
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4- RESULTADOS

4.1) Anélise Histologica

A anélise histologica foi realizada em preparac6es com e sem desnudamento do epitélio.
Ambas apresentaram caracteristicas histoldgicas normais, mas foi possivel perceber a
preservacdo do epitélio nos segmentos que foram manipulados de forma a ndo agredi-lo.
Também foi observado que o metodo utilizado para a remocdo mecanica do epitélio foi eficaz,
visto que a superficie interna da traquéia foi desepitelizada e houve preservacdo do tecido

conjuntivo da mucosa, a lamina propria.
As diferencas observadas nestas preparacfes experimentais em relacdo as que ndo foram

montadas nos fixadores triangulares consistem em pequenas zonas com auséncia de epitélio e

compressdo do tecido conjuntivo no local onde os tridngulos sustentavam os segmentos traqueais.
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FIGURA 6: Fotos dos cortes histoldgicos dos segmentos de traquéia com epitélio integro (a) e com desnudamento
do epitélio (b).
FONTE: Fotos realizadas no laboratdrio de histologia da Universidade Federal do Cear4 (UFC), cedidas pelo Prof.
Ms. Gerson Abreu
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4.2) Protocolos experimentais

As duas amostras do 06leo essencial de Croton sonderianus, de 21 e 13 horas (OECs 21 e
OECs 13, respectivamente) foram testadas sobre o tnus basal e a contratilidade do musculo liso
traqueal de ratos.

Visando a caracterizagcdo da resposta méxima, OECs 21 foi utilizado na faixa de
concentragédo entre 0,1 — 3000 pg/ml, enquanto a amostra de 13 horas foi utilizada na faixa de
concentracdo de 0,1 — 5000 ug/ml. Para lavagens da preparacdo durante 60 minutos apos a
exposicdo ao Oleo essencial, quando as concentracdes de OECs 21 e OECs 13 foram inferiores a

1000 e 3000 pg/ml, respectivamente, houve recuperacéo.

As respostas de modificacdo do tonus basal e alteragdes na resposta contratil a agonistas

especificos foram quantificadas e os resultados sdo apresentados a seguir.
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4.2.1) Efeito préprio do OECs sobre o tonus espontaneo da traqueéia isolada de ratos na

presenca de epitélio.

As duas amostras de OECs (13 e 21 horas) foram testadas no tdnus basal do musculo liso

traqueal de ratos, em preparacdes com epitélio integro.

O OECs 21 foi utilizado na faixa de concentragdo compreendida entre 0,1 e 3000 pg/ml.
Abaixo de 10 pg/ml OECs 21 ndo alterou significativamente o ténus basal, porém entre 10 e
3000 pg/ml promoveu um aumento do ténus basal do masculo liso traqueal, que atingiu um valor
maximo em 100 pg/ml (0,144 + 0,036 g, n=8), quando a contracdo induzida pelo OECs foi
aproximadamente 19% da contracdo induzida por 60 mM de K*. Este efeito contraturante foi

estatisticamente significante em relacdo ao controle (One way ANOVA).
OECs 13 (0,1 — 5000 pg/ml) apresentou efeito relaxante, que foi dependente de

concentragdo e estatisticamente significante em relagéo ao controle (Two Way ANOVA), (Figura
7).
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Figura 7 . Efeito do éleo essencial de Croton sonderianus, amostras de 21 hs (OECs 21) e 13 hs (OECs13)
sobre o tobnus muscular basal da traquéia isolada de ratos. a) Tracado representativo do efeito do OECs 21
sobre o tdnus basal. b) Tracado representativo do efeito do OECs 13 sobre o tonus basal. K60 contracdo
induzida por 60 mM de K*; pontos sobre o tragado experimental mostram o momento da aplicagio de uma dada
concentracdo (nimero imediatamente acima do ponto) do OECs 21 (a) e OECs 13 (b). ¢) Gréfico representativo

dos efeitos do OECs 21 e OECs 13 sobre o tdnus basal da traquéia (média + E.P.M.). —8— OECs 21; ——
OECs 13; * valor significante em relacfo ao controle (p<0,05, ANOVA “on Ranks” seguido de Tukey); # curva
significante em relacdo a curva controle (p<0,05, Two Way ANOVA).
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4.2.2) Efeito do OECs sobre as contraces mantidas induzidas por 80 mM de K* em
traquéia isolada de ratos com epitélio integro.

Os efeitos do OECs 21 (0,1 — 3000 pg/ml) e OECs 13 (0,1 — 5000 pg/ml) sobre a
contratura potdssica foram testados atraves da administracdo de concentragcdes crescentes e
cumulativas destes 6leos sobre as contragdes induzidas por 80 mM de K*. Em cada concentragio

do OECs esperou-se o tempo necessario para a formacdo de um platd de resposta.

As duas amostras de 0leo essencial de Croton sonderianus apresentaram efeito inibitorio,
dependente de concentragdo, sobre preparacdes em que foi empregada alta concentracdo de K,
apresentando como efeito maximo o relaxamento do musculo liso traqueal para valores de forca
inferiores aos da linha de base (Figura 8). O OECs 13 apresentou esse efeito relaxante em
concentragdes iguais ou superiores a 30 ng/ml. As ICsg para este efeito foram de 174,31 + 25,25
png/ml (n=8) e 45,51 + 7,58 png/ml (n=8) para OECs 21 e OECs 13, respectivamente. Estas 1Cxsp
foram comparadas através de seus limites de confianca 95% e mostraram diferenca

estatisticamente significante.
Foi observado, adicionalmente, que OECs 21 administrado diretamente ao banho, entre

0,1 — 30 ng/ml, apresentou efeito amplificador da contracdo induzida por K* que foi

estatisticamente significante em relacdo ao controle (Two way ANOVA).
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Figura 8. Efeito do 6leo essencial de Croton sonderianus, amostras de 21 hs (OECs 21) e 13 hs (OECs13)
sobre as contragdes da traquéia isolada de ratos induzidas por 80 mM de K*. a) Tragado representativo do
efeito do OECs 21 sobre a contracdo induzida por K*. b) Tracado representativo do efeito do OECs 13 sobre a
contracgdo induzida por K*. K60 contrago induzida por 60 mM de K*; K80 contragdo induzida por 80 mM de
K"; pontos sobre o tracado experimental mostram o momento da aplicagio de uma dada concentragdo (nimero
imediatamente acima do ponto) do OECs 21 (a) e OECs 13 (b). c) Gréfico representativo dos efeitos de OECs

21 e OECs 13 sobre as contragdes induzidas por 80 mM de K", (média + E.P.M.). —#— QOECs 21; —+— OECs
13; * valor significante em relacdo ao controle (p<0,05, One Way ANOVA); # segmento da curva (0,1 a 30
mg/ml) significante em relacdo a curva controle (p<0,05, Two Way ANOVA).
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4.2.3) Efeito do OECs sobre contragfes de traquéia isolada de ratos com epitélio

integro promovidas por 10 uM de acetilcolina.

Foram pesquisados os efeitos das duas amostras de 6leo, OECs 21 e OECs 13,
administradas de forma crescente e ndo-cumulativa sobre as contragcdes submaximais induzidas
por 10 uM de ACh.

OECs 21 foi capaz de inibir quase completamente as contracdes induzidas por ACh, de
maneira dependente de concentracdo (Figura 9). O efeito maximo foi observado na concentracdo
de 3000 pg/ml, quando a preparagéo relaxou cerca de 97% em relagdo a contragdo inicial e a 1Csg
foi 825,56 + 158,79 ug/ml, n=13.

Foi possivel observar que o efeito inibidor maximo do OECs 13 foi bem semelhante ao do
OECs 21, elicitando o bloqueio de aproximadamente 98% da contracdo induzida por ACh na

auséncia do 6leo, na concentracdo de 5000 pg/ml. A I1Cso para este efeito relaxante foi de 404,29
+ 99,93 pg/ml, n=8.

As I1Cs foram comparadas através da analise de seus limites de confianca de 95% e ndo

apresentaram diferencas estatisticamente significantes.
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Figura 9. Efeito do 6leo essencial de Croton sonderianus, amostras de 21 hs (OECs 21) e 13 hs (OECs13)
sobre as contragdes da traquéia isolada de ratos induzidas por 10 pM de ACh. a) Tragado representativo do
efeito do OECs 21 sobre as contragdes induzidas por ACh. b) Tracado representativo do efeito do OECs 13
sobre as contragdes induzidas por ACh. K60 contracdo induzida por 60 mM de K*; ACh contragéo induzida por
10uM de ACh; pontos sobre o tracado experimental mostram o momento da aplicagdo de uma dada
concentragdo (nimero imediatamente acima do ponto) do OECs 21 (a) e OECs 13 (b). ¢) Grafico representativo
dos efeitos de OECs 21 e OECs 13 sobre as contra¢des induzidas por 10uM de ACh, (média £ E.P.M.). ——
OECs 21; —— OECs 13; * valor significante em relagdo ao controle (p<0,05, One Way ANOVA).
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Tendo em vista que a amostra de OECs 13 apresentou maior poténcia farmacoldgica no
protocolo de reversdo da contratura potassica e considerando ainda a maior especificidade de
efeito relaxante que este 6leo apresenta, visto que OECs 21 apresentou efeito contraturante sobre
0 tonus basal e em pequenas concentracdes, efeito contraturante adicional sobre as contragdes
induzidas por K", foi escolhida a amostra OECs 13 para a realizacio de estudos adicionais,
visando uma melhor caracterizagdo de seu efeito sobre a traquéia isolada de ratos. Levando em
consideracdo a importancia do epitélio da via aérea na modulacdo da contratilidade do musculo
liso traqueal, investigaram-se os efeitos do OECs 13 em preparacdes de traquéia com epitélio

removido.

Foram realizados
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Figura 10. Efeito do 6leo essencial de Croton sonderianus, amostra de 13 hs (OECs13) sobre o tdnus
muscular basal da traquéia isolada de ratos, na presenca e na auséncia de epitélio. a) Tracado
representativo do efeito do OECs 13 sobre o tonus basal, na presenca e epitélio b) Tracado representativo do
efeito do OECs 13 sobre o tdnus basal, na auséncia de epitélio. K60 contragdo induzida por 60 mM de K';
pontos sobre o tracado experimental mostram o momento da aplicacdo de uma dada concentracdo (nimero
imediatamente acima do ponto) do OECs 13. ¢) Grafico representativo dos efeitos do OECs 13 sobre o tdnus
basal da traquéia, na presenca e na auséncia de epitélio (média + E.P.M.). —#— OECs 13 (preparagdes com
epitélio); —&— OECs 13 (preparacdes sem epitélio); # curva significante em relagéo a curva controle (p<0,05,
Two Way ANOVA).
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4.2.5) Comparacdo entre o relaxamento promovido pelo OECs 13 em traquéia isolada de

ratos despolarizada com 80 mM de K, na presenca e na auséncia de epitélio.

OECs 13 promoveu relaxamento nas preparagdes pré-contraidas por 80 mM de K, na
presenca e na auséncia de epitélio (Figura 11). Nas prepara¢Ges com epitélio integro foi possivel
perceber que o efeito maximo ocorreu com relaxamento total do musculo liso traqueal (tdnus
abaixo da linha de base), enquanto naquelas em que o epitélio foi removido o efeito maximo, que
ocorreu na concentracdo de 2000 pg/ml, correspondeu a uma redugédo da contracdo para 22,62%
do valor de estado estacionario da contragdo induzida pelo K*. A ICs para este efeito foi de 26,03
+ 1,82 pg/ml (n=8) nas preparagdes sem epitélio e de 45,51 + 7,58 ug/ml (n=8) na presenca de

epitélio.

O efeito méximo, que em ambas as preparacdes ocorreu entre 2000 — 5000 pg/ml,
apresentou diferencas estatisticamente significantes entre elas (p<0,05; comparacdo entre valores
dos efeitos promovidos por OECs 2000 — 5000 pg/ml nas preparagdes com e sem epitélio por

ANOVA bidimensional).
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Figura 11. Efeito do éleo essencial de Croton sonderianus, amostra de 13 hs (OECs13) sobre as contracdes
da traquéia isolada de ratos induzidas por 80 mM de K*, na presenca e na auséncia de epitélio. a) Tragado
representativo do efeito do OECs 13 sobre a contragdo induzida por K, na presenca de epitélio b) Tracado
representativo do efeito do OECs 13 sobre a contracio induzida por K*, na auséncia de epitélio. K60 contracio
induzida por 60 mM de K*; K80 contracdo induzida por 80 mM de K"; pontos sobre o tracado experimental
mostram 0 momento da aplicacdo de uma dada concentragdo (nimero imediatamente acima do ponto) do OECs
13. ¢) Gréfico representativo dos efeitos do OECs 13 sobre a contracéo induzida por 80 mM de K', na presenca
e na auséncia de epitélio (média + E.P.M.). —— OECs 13 (preparaces com epitélio); —&— OECs 13
(preparacdes sem epitélio); * valor significante em relagéo ao controle (p<0,05, One Way ANOVA); # curva
significante em relagdo a curva controle (p<0,05, Two Way ANOVA).
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4.2.6) Comparacdo entre os efeitos promovidos pelo OECs 13 sobre as contragdes da

traquéia isolada de ratos induzidas por acetilcolina, em preparagdes com e sem epiteélio.

Foram avaliados os efeitos do OECs 13 nas contra¢Ges submaximais promovidas por ACh
em experimentos realizados em preparacdes com epitélio e em outros realizados com anéis de

traquéia desepitelizados.

A média dos valores absolutos da contragdo induzida por ACh 10 uM em preparagdes
com e sem desnudamento do epitélio foram 1,050 + 0,152 g (n=8) e 1,137 + 0,078 g (n=8),

respectivamente.

O OECs 13, em contato prévio com a preparacdo por 10 minutos (ou intervalo de tempo
suficiente para a formacdo de um platb de resposta) antes da adicdo do agonista, bloqueou cerca
de 98% da contracdo induzida por ACh na presenca de epitélio (0,088 + 0,070 g, n=8). Nas
preparacdes em que foi removido o epitélio o bloqueio foi além da linha de base (-0,001 + 0,006
g, n=8), (Figura 12). Estes efeitos maximos ocorreram quando foram administradas as
concentragcdes 5000 png/ml em ambas preparacdes e os valores de 1Csy para este efeito relaxante
foram de 404,29 + 99,93 e 284,86 + 117,15 para preparagdes com e sem epitélio,

respectivamente. A anélise do intervalo de confianca de 95% para estas ICsy mostra que estas ndo

apresentam diferencas estatisticamente significantes.

O grafico mostra que em preparacdes sem epitélio, OECs 13 apresentou efeito
contraturante adicional entre 3 e 30 pug/ml, que foi estatisticamente significante em relacdo ao
controle (One Way ANOVA), com a forca méxima de contracdo atingindo um valor de 100,28 %

para a concentragdo de 30 ug/ml.
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Figura 12. Efeito do éleo essencial de Croton sonderianus, amostra de 13 hs (OECs13) sobre as contracfes
da traquéia isolada de ratos induzidas por 10 uM de ACh, na presen¢a e na auséncia de epitélio. a)
Tracado representativo do efeito do OECs 13 sobre as contragdes induzidas por ACh, na presenca de epitélio b)
Tragado representativo do efeito do OECs 13 sobre as contra¢des induzidas por ACh, na auséncia de epitélio.
K60 contracio induzida por 60 mM de K*; ACh contragdo induzida por 10 uM de ACh; pontos sobre o tracado
experimental mostram o momento da aplicacdo de uma dada concentracdo (nimero imediatamente acima do
ponto) do OECs 13. c) Gréfico representativo dos efeitos do OECs 13 sobre as contra¢des induzidas por 10 uM
de ACh na presenca e na auséncia de epitélio (média + E.P.M.). —#— OECs 13 (preparacdes com epitélio);
—&— OECs 13 (preparacdes sem epitélio); * valor significante em relagdo ao controle (p<0,05, One Way
ANOVA).
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4.2.7) Efeito do OECs 13 sobre a inducdo de contracdo de 60uM de ACh em meio isento de

Ca®" no musculo liso traqueal de ratos, na presenca e na auséncia de epitélio.

Para elucidar o efeito do Ca®" extracelular na agdo do OECs 13 foi realizado o protocolo
em que foi observado o efeito de uma alta concentracdo de OECs 13 na contracdo induzida por
60 uM de ACh em meio 0Ca?".

Observou-se que, em meio 0Ca”", as amplitudes das sucessivas contracdes evocadas por
ACh (60pM) foram progressivamente reduzidas, sugerindo a deplecdo dos estoques
intracelulares, ou seja, do RS (BOURREAU et al., 1991).

Na presenca de epitélio, considerando-se 0 componente fasico de cada contracao (picos de
contragdo), a amplitude da primeira contracdo promovida por ACh em meio 0Ca?* foi de 42,74 +
4,23 % da contracdo controle (1,13 + 0,07 g, n=8 ), isto €, aquela promovida por 60 uM de ACh
em meio contendo Ca®* (TM). Em presenca de 1000 pg/ml de OECs 13 a contracéo induzida por
ACh em meio isento de Ca** foi de 51,15 + 4,99% da contragdo de ACh em TM (Figura 12). Por
conseguinte, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as contragdes do mesmo
grupo experimental evocadas por ACh em meio 0Ca**, na presenca ou néo de OECs 13 (ANOVA

on ranks), em prepara¢des com epitélio integro.

No entanto, comparando-se a preparacdo experimental com o controle externo (no qual foi
administrado apenas o veiculo), na etapa intermediaria do protocolo, ou seja, no momento da
administracdo de OECs 13 (nas preparacOes experimentais), as amplitudes de contracdo entre
preparacdes experimentais e controles mostraram diferencas estatisticamente significantes (One
way ANOVA seguido de Holm-Sidak), (Figura 13).
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Figura 13. Efeito do 6leo essencial de Croton sonderianus, amostra de 13 hs (OECs13) sobre os valores
maximos do componente fasico (picos) das contracfes da traquéia isolada de ratos induzidas por 60 uM
de ACh, na presenca de epitélio em meio 0Ca?". a) Tracado representativo do efeito do OECs 13 sobre as
contragdes induzidas por ACh, na presenca de epitélio em meio 0Ca*". K60 contracio induzida por 60 mM de
K*; ACh contragdo induzida por 60 pM de ACh; ponto sobre o tragcado experimental mostra 0 momento da
aplicacdo de OECs 13 (1000 pg/ml); 0Ca*" solugdo nutridora isenta de Ca**; TM solucdo nutridora Tyrode
modificada; b) Gréafico representativo dos efeitos do OECs 13 sobre as contra¢@es induzidas por 60 uM de ACh

na presenca de epitélio em meio 0Ca”* (média + E.P.M.). C—— ACh em TM; EZ2 ACh em 0Ca’*; I ACh

+ OECs13 em 0Ca’*; [ recuperacdo(ACh em 0Ca’"); T— preparacbes controle; * valor significante em
relagdo ao controle externo (p<0,05, One Way ANOVA), # valor significante em relagdo a recuperagdo
(contracdo de ACh em meio 0Ca’* ap6s exposicdo ao OECs ou ao veiculo), (p<0,05, One Way ANOVA seguido
de Holm-Sidak).
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Os mesmos experimentos, quando analisados de forma a ser considerado o componente
tonico das contraces (platds de resposta), a contragdo induzida por ACh em meio 0Ca®* foi de
18,64% + 6,04 da contragdo inicial evocada por ACh em meio TM (1,12 + 0,08g, n=8). N&o
houve diferenca estatisticamente significante entre o grupo experimental e grupo controle em

nenhuma das etapas do protocolo (One Way ANOVA), vide figura 14.
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Nos experimentos em que foram utilizados anéis de traquéia sem epitélio, considerando-
se 0 componente fasico de cada contracdo (picos de contracdo), a primeira contracdo evocada por
ACh em meio 0Ca*" foi de 25,62 + 4,24 % da contracdo de ACh em TM (1,80 + 0,18 g, n=8). A
contragdo evocada por ACh em meio 0Ca®* na presenca de 1000 png/ml de OECs 13 foi de 34,29
+ 4,60 % em relacdo a contracdo evocada por ACh em TM. Néo houve diferenca estatisticamente
significante na amplitude da contracdo de ACh em meio isento de Ca®* com a adicdo de OECs 13
em relacdo a contracdo induzida por ACh antes da adicdo de Oleo em preparacbes com
desnudamento do epitélio (One Way ANOVA).

Na etapa intermediaria do protocolo, onde foi administrado 1000 pg/ml de OECs 13 as
preparacdes experimentais e a mesma concentracdo de veiculo nas preparacdes controle, a
amplitude destas contragBes apresentou diferencas estatisticamente significantes (One Way
ANOVA).

Também apresentaram diferencas estatisticamente significantes as contraces evocadas
por ACh em meio 0Ca*" apds a contracdo em presenca de leo (14,35 + 3,02 % da contracéo em
meio TM) ou veiculo (28,87 £ 5,94 % da contragdo em TM), ou seja, na Ultima etapa do

protocolo, designada como recuperacdo (One Way ANOVA), (Figura 15).
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Figura 15. Efeito do éleo essencial de Croton sonderianus, amostra de 13 hs (OECs13) sobre os valores
maximos do componente fasico (picos) das contracdes da traquéia isolada de ratos induzidas por 60 uM
de ACh, na auséncia de epitélio em meio 0Ca?*. a) Tragado representativo do efeito do OECs 13 sobre as
contracdes induzidas por ACh, na auséncia de epitélio em meio 0Ca*". K60 contracio induzida por 60 mM de
K"; ACh contragio induzida por 60 uM de ACh; ponto sobre o tracado experimental mostra 0 momento da
aplicacdo de OECs 13 (1000 pg/ml); 0Ca** solucéo nutridora isenta de Ca®*; TM solugdo nutridora Tyrode
modificada; b) Gréfico representativo dos efeitos do OECs 13 sobre as contra¢bes induzidas por 60 uM de ACh
na auséncia de epitélio em meio 0Ca?* (média + E.P.M.).HEEE ACh em TM; EEEEACh em 0Ca®"; HEEE ACh +
OECs13 em 0Ca’"; HEEE recuperacdo(ACh em 0Ca?"); T preparacdes controle; * valor significante em
relagdo ao controle externo (p<0,05, One Way ANOVA), # valor significante em relagdo a recuperagdo

(contragéo de ACh em meio 0Ca?" apds exposicdo ao OECs ou ao veiculo), (p<0,05, ANOVA on ranks seguido
de Tukey).
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Quando foi considerado o componente tonico das contracBes (platds de resposta) das
preparacdes com desnudamento do epitélio, observou-se que a contracdo induzida por ACh
em meio isento de Ca®* era de 14,91 + 4,07 % da contracdo inicial, evocada por 60 uM de
ACh em meio contendo Ca®* (1,72 + 0,20 g, n=8). Também neste caso ndo houve diferencas
estatisticamente significante (One Way ANOVA) entre preparacfes experimentais (expostas
ao OECs 13) e preparaces controle (expostas ao veiculo), como mostra a figura 16.
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Figura 16. Efeito do éleo essencial de Croton sonderianus, amostra de 13 hs (OECs13) sobre os valores
maximos do componente ténico (platds de resposta) das contracGes da traquéia isolada de ratos induzidas
por 60 uM de ACh, na auséncia de epitélio em meio 0Ca®*. Gréfico representativo dos efeitos do OECs 13
sobre as contragdes induzidas por 60 uM de ACh na auséncia de epitélio em meio 0Ca®* (média + E.P.M.). HEEE
ACh em TM; EEEACh em 0Ca®"; Il ACh + OECs13 em 0Ca’"; EEEE recuperacio(ACh em 0Ca®"); T
preparagdes controle.
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5- DISCUSSAO

Varios estudos tém demonstrado que Oleos essenciais de diversas plantas do género
Croton, apesar de apresentarem constituicdes quimicas diferentes, apresentam acéao
antiespasmddica (COELHO-DE-SOUZA et al., 1998; MAGALHAES et al, 2003;
MAGALHAES et al.,2004). No entanto, apds extensiva revisio da literatura, ndo encontramos
registros sobre a atividade antiespasmodica do Oleo essencial de Croton sonderianus. Assim,
baseado em exaustivo levantamento bibliografico, podemos dizer que esta demonstracdo da

eficacia antiespasmadica do 6leo essencial de Croton sonderianus € um estudo original.

5.1) Comparacéo entre os efeitos do OECs 21 e OECs 13

Neste estudo foi possivel observar que, embora se tratasse do 6leo essencial da mesma
espécie, com a variacdo de horario houve uma alteracdo na constituicdo das duas amostras, que se
refletiu em diferencas de efeitos farmacoldgicos. Esse dado ndo foi surpreendente. De fato, tem-
se relatado que alguns fatores, relacionados com o0 meio ambiente da planta, condicGes de solo e
de crescimento, hora da coleta e técnicas de destilacdo podem levar Oleos essenciais da mesma
espécie a apresentarem composi¢ées quimicas diferentes (TISSERAND & BALACS, 1999).
Morais et al. (2006) demonstraram que diferencas na constituicdo quimica dos 6leos essenciais
de Croton zenhtneri, Croton nepetaefolius e Croton argyrophylloides ocasionadas por diferentes
horarios de coleta das plantas estudadas refletiam modificacGes nas poténcias farmacoldgicas
para atividade antioxidante destes 6leos.

Em relacdo ao tonus espontaneo da traquéia isolada de ratos, as duas amostras de OECs

apresentaram efeitos opostos. O OECs 21 apresentou efeito contraturante e 0 OECs 13 promoveu

relaxamento do musculo liso traqueal de ratos. Este efeito contraturante do OECs 21 foi
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evidenciado por contracBes fasicas que ocorreram ao longo do protocolo experimental. Estas
contragBes corresponderam a aproximadamente 19% da contracdo evocada por 60 mM de K™ nas

mesmas preparacdes.

Em relagdo a preparacdes pré-contraidas por 80 mM de K, onde foi possivel avaliar o
acoplamento eletromecanico, O OECs 21, quando utilizado em pequenas concentragdes,
apresentou efeito amplificador da contragdo induzida por K*, seguido por efeito relaxante em
concentracdes maiores. Ja o OECs 13 apresentou apenas efeito relaxante em preparacGes
idénticas. Essas ndo similaridades sdo muito provavelmente atribuiveis as diferencas na
constituicdo quimica das duas amostras. Como o teor de um dos principais constituintes, o -
cariofileno, € muito similar no OECs 21 e OECs 13, essas diferencas sugerem que o efeito
potencializador da contracdo pelo OECs 21 talvez venha do seu alto teor de espatulenol. Essa
hipotese da tendéncia a amplificar a contracdo em concentraces menores (comparadas com
aquelas que induzem conspicuo relaxamento) estd em coeréncia com os dados de Quintino-Farias
(2006). A diferenca observada entre as 1Csy demonstra uma maior poténcia farmacoldgica para
efeito miorrelaxante da amostra de 13 horas. Contudo, ambas apresentaram a mesma eficécia, o
que sugere que o efeito principal dos constituintes das duas amostras é a atividade

antiespasmodica.

O efeito do OECs sobre 0 acoplamento farmacomecanico foi observado em preparacdes
contraidas por 10 uM de ACh. Neste caso foi observada uma maior poténcia farmacologica da
amostra de 13 horas em relacdo ao OECs 21, que pode ser evidenciada pela diferenga entre os
valores de ICsg. No entanto, os valores de 1Csp ndo diferiram estatisticamente entre si (One Way
ANOVA). Isso sugere que a atuacdo dos constituintes das duas amostras de OECs nas etapas
intracelulares do mecanismo da contracdo induzida por ACh deve ser, pelo menos em parte,
semelhante. Posto que a liberacdo de Ca® pelo RS e alteracdo da sensibilidade das proteinas
contrateis a0 Ca’* sdo importantes etapas da contracéo induzida por ACh, sugere-se que elas
estejam envolvidas. Também é possivel que o OECs bloqueie o componente da contracdo da

ACh que depende da despolarizagdo da membrana.
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Os dados de 1Csy apresentados, que mostram que as ICsp do OECs 13 para o bloqueio do
acoplamento eletromecénico e farmacomecéanico, em preparacbes com epitélio integro, sdo
diferentes, sugerem especificidade de atuagdo desse agente nas menores concentracOes efetivas.
Esse fato, em decorréncia, sugere especificidade de atuacdo em alguma das etapas do
acoplamento eletromecanico, talvez bloqueio de canais para Ca®*. Como em muitos casos de
especificidade, esta em epigrafe é dependente de concentracdo e desapareceu nas concentraces
maiores que também bloquearam o efeito contratil da ACh. A perda de especificidade com o

aumento da concentracdo € muito comum nos blogueadores de canais iénicos (HILLE, 1992).

O protocolo experimental utilizado nos permite descartar a hipdtese de que o efeito
antiespasmodico do OECs se deve a ativacio de canais para K™ ou mediagdo neural, visto que a
concentracdo de K™ utilizada (80 mM) é capaz de despolarizar o potencial transmembrana da

célula que inativam canais para Na”.

Outras hipdteses que podem ser aventadas incluem uma acdo do OECs de forma a alterar
a abertura ou a dependéncia de voltagem dos canais para Ca”*, ou ainda, a alteracdo da

condutancia da membrana plasmatica ao K.

As mesmas conclusdes e hipdteses se aplicam também ao OECs 21.

5.2) Efeito relaxante induzido pelo OECs 13 e a influéncia do epitélio

Em relacdo ao tbnus espontaneo, nas preparacdes em que o epitélio foi preservado, o
OECs 13 induziu relaxamento estatisticamente significante, comparado ao controle, o que nédo
ocorreu nas preparacdes em que o epitélio foi removido. Este fato sugere a participacao de fatores
liberados pelo epitélio no efeito miorrelaxante do OECs 13. Sabe-se que o epitélio secreta fatores
que modulam o estado contratil do musculo liso traqueal (FOLKERTS & NIJKAMP, 1998), tais
como endotelina (HATZIEFTHIMIOU et al., 2005), acetilcolina (MOFFATT et al., 2004) e fator

broncoconstrictor derivado do epitélio (KUMMER et al., 2006), que favorecem o estado
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contratil. O epitélio traqueal libera também fatores moduladores que antagonizam o estado
contratil ou favorecem o relaxamento do musculo (SPINA, 1998), como o0 NO (KLOEK, 2002), a
PGE; (FOLKERTS & NIJKAMP, 1998), a PGl e o fator relaxante derivado do epitélio (EpDRF,
FEDAN et al., 2004). Pode-se sugerir que o OECs 13 incremente a liberacdo de fatores
relaxantes ou bloqueie a acdo dos fatores contraturantes ou promova ambas as a¢es. Na presente

investigagdo ndo foi pesquisado qual mecanismo estaria envolvido.

Comparando-se os efeitos do OECs 13 sobre as contra¢cdes submaximais evocadas por 80
mM de K", observou-se que esta amostra apresentou, em relacdo ao efeito relaxante, diferencas
de poténcia e eficacia para preparacGes com e sem epitélio. Essa diferenca de poténcia deve ser
interpretada com cautela. As curvas concentracdo-resposta da reversdo da contratura potassica
pelo OECs 13 nas preparacGes com e sem epitélio apresentam boa superposicdo, exceto nas
concentragdes que promovem a resposta maxima. Dessa maneira, as diferentes 1Csp sdo devidas a
diferentes respostas maximas e a poténcia na faixa de atuacdo em que o efeito varia com a

concentracdo provavelmente deve, mais apropriadamente, ser considerada similar.

Em preparacGes com epitélio integro, OECs 13 foi capaz de reverter completamente o
espasmo muscular induzido por K* (80 mM), abolindo totalmente a contragdo. Portanto, os dados
indicam que o OECs 13 é capaz de antagonizar totalmente (preparacdes com epitélio) ou
parcialmente (preparacfes sem epitélio) os componentes relacionados ao mecanismo de acéo do

acoplamento eletromecéanico.

O OECs 13, na auséncia de epitélio, apresentou como efeito maximo o blogueio apenas
parcial das contragdes evocadas por K*. Esses dados sugerem que exista uma interagio entre o
mecanismo de acdo antiespasmodica do OECs e os mecanismos moduladores da contracdo via
mediadores relaxantes derivados do epitélio, a semelhanca do que foi previamente discutido em
relagdo a atividade do OECs 13 sobre o ténus basal.

De fato, tem-se evidenciado na literatura cientifica (MOFFATT et al., 2004; KLOEK,
2002; FOLKERTS & NIJKAMP, 1998) que as células epiteliais das vias aéreas sdo capazes de
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sintetizar diversas substancias relaxantes que podem estar implicadas no antagonismo das

contragdes induzidas por espasmadgenos, de forma a evitar uma constriccao excessiva.

Os dados mostram que o OECs 13 foi capaz de inibir totalmente as contragdes induzidas
por 10 uM de ACh, sugerindo que o Oleo também é eficaz sobre o acoplamento
farmacomecanico. Nos experimentos em que houve remocéo do epitélio foi possivel perceber que
0 OECs 13, em concentracdes intermediarias (em relacdo a faixa de valores utilizada) promoveu
efeito contraturante adicional, que atingiu um valor maximo em 30 pg/ml. Esse dado esta em
coeréncia com os dados anteriormente discutidos e com a hipétese da interacdo entre o

mecanismo de ac¢do do OECs 13 e a modulacdo da contracdo pelo epitélio.

Aventou-se a hipétese de que o OECs poderia interferir na recaptagdo do Ca”* pelo RS.
De fato, algumas substancias que apresentam este mecanismo de acdo em pequenas
concentragdes induzem contragdo por aumento da concentracdo intracelular de Ca** e em
concentragdes maiores, promovem relaxamento por esvaziamento dos estoques intracelulares
deste ion. O a-pineno (um dos constituintes majoritarios da amostra do OECs 13, também
presente na composicdo do OECs 21) em pequenas concentracdes tem sido implicado neste
mecanismo de acdo (CAMARA et al., 2003). No entanto, é pouco provavel que isto seja
verdadeiro para a amostra aqui considerada, visto que este efeito sé foi observado em preparacGes
cujo epitélio havia sido retirado, ndo aparecendo naquelas que apresentavam epitélio integro.

O relaxamento maximo foi aproximadamente 0 mesmo em preparacdes com e sem
epitélio, o que indica que a eficacia do efeito relaxante do OECs 13 sobre a contracdo induzida

por ACh ndo foi alterada com a remocdo do epitélio.

5.3) Influéncia do calcio no mecanismo de acdo do OECs 13

O protocolo em meio 0Ca®" possibilitou a observacio da acdo do OECs 13 sobre uma

contracdo que depende unicamente do acoplamento farmacomecénico e independe totalmente do
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influxo de Ca®* para 0 meio intracelular (60 uM de ACh). De fato, muitos estudos relatam que as
contracBes evocadas por agonista no musculo liso da via aérea aparentemente ndo sdo afetadas
sob condi¢Ges em que o influxo de célcio voltagem-dependente é prevenido pela remocdo do
célcio extracelular. (JANSSEN, 2002; FARLEY & MILES, 1978)

Pode-se trabalhar com esta hipoOtese, pois o acoplamento eletromecanico foi, neste
protocolo experimental presumivelmente bloqueado totalmente, visto que a solucdo nutridora foi
preparada sem adicdo de Ca®* e ainda com adicdo de 200 uM de quelante de Ca** (EGTA),
anulando, assim, qualquer participacdo de Ca*" externo. Foi possivel comprovar que a soluc&o
nutridora estava realmente livre de Ca** ao se induzirem contracdes subseqtientes de ACh, em
meio isento de Ca*", e observar que a segunda contracio era claramente menor que a primeira e a
terceira, menor ainda (vide figuras 13 e 15) ou nula (ALVES-DE-ALMEIDA, 2003).

OECs 13 (1000 pg/ml), tanto em preparagdes com epitélio quanto naquelas em que o
epitélio havia sido mecanicamente removido, potencializou a contracdo evocada por 60 uM de
ACh em meio 0Ca** (figuras 13 e 15). Este resultado foi claro quando foram tomados como
medida os valores maximos do componente fasico de cada contragdo (picos), visto que este
componente diz respeito & liberacdo de Ca** pelo RS. Quando foram considerados os valores do
componente tonico (platds) de contracdo, foi possivel observar que as contracBes eram, em
percentuais, bem menores do que as contragcdes evocadas por ACh em meio TM (figuras 14 e
16). Este dado é coerente, visto que nesta fase da contracio (platd) ocorre perda de Ca** para o

meio extracelular.

Considerando que no protocolo em questdo o influxo de Ca®* através da membrana foi
descartado, é possivel que o efeito potencializador do OECs 13 sobre a contragdo evocada por
ACh em meio 0 Ca®* ocorra por liberacdo de Ca®* dos estoques intracelulares, ou seja, do RS
(BAZAN-PERKINS et al., 1998).

Observou-se ainda que o OECs 13, na mesma concentragdo utilizada no protocolo
experimental em meio 0Ca®*, ou seja, 1000 pg/ml, foi capaz de bloquear a contragdo induzida por

ACh (10 uM) em meio contento Ca* (figura 11). Estes efeitos aparentemente paradoxais nio s&o
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irreconciliaveis. A literatura cientifica mostra que algumas substancias que liberam Ca?* dos
estoques intracelulares funcionam como relaxantes do MLVA. Isto se deve a disposi¢do do RS,
que divide o citosol em dois compartimentos distintos espacialmente e funcionalmente: o espaco

subplasmalemal e o espaco citosolico profundo (JANSSEN, 2002).

Janssen (2002) relata que alguns agonistas excitatrios liberam Ca*" no citosol profundo
para desencadear a contracdo, assim como no espaco subplasmalemal para ativar canais para Cl°
dependentes de Ca**. Substancias relaxantes, por outro lado, promovem a recaptacio ou extrusio
do Ca®, mas também desencadeiam a liberacdo de Ca®* pelos receptores de rianodina. Este
ultimo efeito possibilita a descarga do RS, aumentando sua capacidade de tamponamento, sem
desencadear contragdo. Isso também pode levar a ativacio dos canais para K dependentes de

Ca®* e a hiperpolarizagio da membrana.

Portanto, para haver contracdo ou relaxamento do MLVA, além da liberacdo do Ca®* dos
estoques intracelulares, deve ser considerado também o compartimento intracelular onde esta
liberacdo ocorre. Pode-se sugerir, portanto, que o OECs 13 atue liberando Ca®** do RS em
compartimentos intracelulares que facilitem a extrusio de Ca?* do meio interno da célula. Assim,
em concentragdes crescentes e cumulativas de OECs 13, como o que acontece ao longo do
protocolo de inibicdo da contracdo evocada por ACh em TM, ter-se-ia uma deplecdo gradativa
dos estoques intracelulares de Ca®*, o que justificaria o efeito relaxante do OECs 13. Pode-se
dizer que o protocolo em questdo apresenta carater cumulativo de concentracGes de OECs 13,
visto que o tempo de lavagem da preparacdo ao longo do experimento ndo € capaz de remover

completamente o 6leo do tecido.

J4 em meio 0Ca®* uma Unica adicdo de OECs, em alta concentragdo, poderia gerar

extravazamento de Ca®* para o compartimento citosélico profundo, o que levaria & contragéo.
Esta hipOtese aventada estd em coeréncia com o mecanismo de acdo de algumas

substancias relaxantes. A cafeina, por exemplo, s6 evoca a contracdo quando causa macica e

rapida descarga de Ca®* (ou seja, quando aplicada instantaneamente em altas concentracdes), mas
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ndo quando estas descargas de grande quantidade de Ca®* ocorrem gradualmente (ou seja,
introduzindo cafeina mais lentamente através de banho de perfuséo),(JANSSEN, 2002).

E importante mencionar que a cascata bioquimica de eventos para promogo de contragio
do mdsculo liso € complexa, com muitas etapas onde teoricamente um agente relaxante pode
atuar para promover seu efeito. Ha, portanto, a possibilidade de um agente atuar em mdaltiplas
etapas. Nesse estudo ndo objetivamos primariamente elucidar o mecanismo de acdo e ndo
podemos excluir a possibilidade de outros mecanismos de acdo do OECs como fosforilacdo e
inativacdao de proteinas envolvidas na cascata de contracdo ou diminuicdo da sensibilidade das
proteinas contrateis ao Ca®* (BILLINGTON & PENN, 2003).

Os resultados aqui apresentados e discutidos
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6- CONCLUSOES

O OECs tem eficacia farmacologica como antiespasmaodico e também apresenta efeito
miorrelaxante sobre o tonus basal, efeito este que € influenciado pela presenca de epitélio. O
efeito antiespasmodico do OECs é mais potente sobre o acoplamento eletromecanico do que
sobre o0 acoplamento farmacomecéanico com ACh, o que sugere a possibilidade de OECs atuar
como bloqueador de canais para Ca*" tipo L, efeito que parece ndo envolver mediacéo pelo

epitélio.

Na mesma concentragdo em que bloqueou a contragdo da ACh com a preparacdo
mantida em concentracdo normal de Ca®* no meio extracelular, 0 OECs amplificou a
contragdo induzida por ACh em meio sem Ca®*. Esse fato sugere que o OECs altera a
contracdo induzida por ACh por interferir com o armazenamento de Ca** nos compartimentos

intracelulares.

Duas diferentes amostras de OECs apresentaram efeitos farmacoldgicos. Ambas
mostraram efeito antiespasmodico, mas com diferentes poténcias farmacologicas e uma delas
mostrou também efeito contraturante em uma certa faixa de concentracdo, 0 que sugere a

necessidade do cuidado na escolha do 6leo para a obtencdo de um dado efeito.
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APENDICE |

Protocolo OECs 21 OECs 13

Reverso da contracio induzida por K* 174,31 + 25,25 1+2 4551 +7,58°

Bloqueio da contracédo induzida por ACh 825,56 + 158,79 404,29 £ 99,93

Tabela 3: Valores comparativos de 1Csy para 0 OECs 21 e OECs 13

! Diferenca estatisticamente significante em relacéo ao valor correspondente de OECs 13

2 Diferenca estatisticamente significante da mesma amostra de 6leo em relago & ICs, do protocolo de bloqueio da
contracdo de ACh

Protocolo OECs 13 com epitélio OECs 13 sem epitélio
Reversdo da contracdo induzida por 4551 +7,58° 26,03 £ 1,82
K+
Bloqueio da contracdo induzida por 404,29 + 99,93 284,86 + 117,15
ACh

Tabela 4: Valores comparativos de ICsy para 0 OECs 13 na presenca e na auséncia de epitélio.
® Diferenca estatisticamente significamente da mesma amostra de 6leo em relacéo & ICs, do protocolo de bloqueio da
contragdo de ACh
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:
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Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao
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Baixar livros de Educacao Fisica
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Baixar livros de Farmacia
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Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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