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RESUMO

O interesse por drogas derivadas de plantas tem crescido expressivamente e
estima-se que aproximadamente 25% de todos os medicamentos modernos
sao direta ou indiretamente provenientes de plantas. Um dos caminhos para o
estudo de plantas medicinais é a etnofarmacologia. Os Oleos essenciais
recebem destaque dentre os agentes terapéuticos provenientes de plantas,
com uso medicinal popular e cientifico. O Ocimum. micranthum Willd. é uma
planta popularmente conhecido como alfavaca de folha miida ou estoraque e &
utilizado na medicina popular no tratamento de gripe, resfriados, febre, tosse,
bronquites, nas infecgbes intestinais e estomacais, nas otites e como
estimulante e carminativa. O presente estudo teve como objetivo mostrar a
atividade do éleo essencial de O. micranthum e seu principal constituinte, o
cinamato de metila, em traquéias isoladas de ratos wistar. Foi evidenciado que
tanto o OEOM quanto o cinamato de metila ndo interferem no tonus basal de
traquéias de ratos, porém é capaz de reverter e bloquear a resposta contratil
induzida por cloreto de potdssio e carbacol. Adicionalmente em animais
submetidos a modelos de asma pela OVA, o OEOM se mostrou mais ativo em
animais desafiados do que apenas sensibilizados. Estes dados corroboram
com o seu uso em medicina popular, em doencas respiratérias como asma e

bronquites.



ABSTRACT

The interest in herbal drugs has grown significantly and it is estimated that
approximately 25% of all modern medicines are directly or indirectly from plants.
One of the ways for the study of medicinal plants is the ethnopharmacology.
Essential oils receive prominent among the therapeutic agents from plants with
medicinal and popular science. The Ocimum micranthum Willd. is a plant
popularly known as the small leaf basil or estoraque and is used in folk
medicine to treat flu, colds, fever, cough, bronchitis, stomach and intestinal
infections, ear infections and how the stimulant and carminative. This study
aimed to show aitividade the essential oil of O. micranthum and its main
constitutive, the cinnamate metial in windpipes isolated from rats. It was shown
that both the OEOM as methyl cinnamate did not affect basal tone in the
trachea of rats, but is capable of reversing and blocking the contractile response
induced by potassium chloride and carbachol. Additionally, in animals subjected
to the OVA model of asthma, the OEOM was more active than in animals
challenged only sensitized. These data corroborate its use in folk medicine in

respiratory diseases like asthma and bronchitis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Plantas Medicinais

Os vegetais sao fontes de alimento e de matéria prima para uma gama de
produtos utilizados pelo homem, como; objetos para defesa, vestuéario, transporte,
habitacdo, dentre inUmeros outros, desde antepassados remotos. Representaram
também a principal fonte de misturas usadas em rituais religiosos para a cura de

diversos males.

O uso de plantas medicinais tem suas raizes nas mais antigas praticas
curativas da humanidade. Muitas plantas usadas atualmente foram utilizadas durante
milhares de anos mesmo antes das descricbes cientificas de suas propriedades

terapéuticas.

Argquedlogos ja descreveram tragos de numerosas plantas de reconhecido valor
medicinal em antigos centros funerarios e habitaculos do homem primitivo. Por
exemplo, no século passado, na regido do Oriente Médio, foi encontrado um esqueleto
humano em que os pesquisadores estimam ter 60.000 anos. Junto a este foi
encontrado alguma quantidade de pdlen de achilea e jacinto; plantas utilizadas até
hoje por camponeses da regido (OTTE, 1994). Segundo relatos na literatura, h&a
aproximadamente trés milénios antes de Cristo, 0os antigos povos orientais ja faziam

uso de plantas no tratamento de diversas doencas.

Nas ultimas décadas o interesse por drogas derivadas de plantas tem crescido
expressivamente e estima-se que aproximadamente 25% de todos os medicamentos

modernos sado direta ou indiretamente provenientes de plantas (CALIXTO, 2000)
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Acredita-se que o Brasil € um dos paises com a maior diversidade genética
vegetal do mundo, com mais de 55.000 espécies catalogadas (AZEVEDO; SILVA,
2006). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, devido a pobreza e a falta de
acesso a medicina moderna, 65-80% da populagdo mundial que vive em paises em
desenvolvimento dependem essencialmente de plantas para cuidados primarios de
salude (CALIXTO, 2000). Deste modo, é de extrema importadncia o estudo dessas

plantas a fim de verificar seus efeitos biolégicos.

Segundo Albuguerque (2006) um dos caminhos para o estudo de plantas
medicinais é a abordagem etnodirigida. Esta se baseia na identificacéo de espécies de
acordo com a indicagdo de grupos populacionais especificos e suas utilizacdes,
enfatizando a busca pelo conhecimento construido localmente a respeito de seus
recursos naturais e aplicacao que fazem deles em sues sistemas de saude e doenca.
Nesse sentido a etnofarmacologia consiste em combinar estas informacfes obtidas
com as comunidades locais que utilizam plantas medicinais, com estudos quimicos e

farmacologicos realizados em laboratérios apropriados.

A biodiversidade brasileira associada ao conhecimento etnofarmacolégico,
constituem uma vantagem no processo de desenvolvimento de programas e projetos

com plantas medicinais (SILVA et al., 2001).

Dentre inUmeras descobertas baseadas na etnofarmacologia podemos citar a
artemisinina, um sesquiterpeno de Artemisia annua com atividade terapéutica contra a
maléria e contra cepas de Plasmodium falciparum resistentes a cloroquina. A

7

galantamina, utilizada em medicina popular para fraqgueza muscular, € um inibidor

competitivo e reversivel da acetilcolinesterase. Hoje é utilizado na Europa, para

tratamento de pacientes com Alzheimer (HOUGHTON, 2002).

Com o avanco da tecnologia, muitas substancias sintéticas tém sido produzidas

no intuito de prevenir, controlar e curar doencas. No entanto, existe ainda um grande
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namero de produtos naturais no mercado. Nas Ultimas décadas o interesse por drogas
derivadas de plantas tem crescido expressivamente e estima-se que
aproximadamente 25% de todos os medicamentos modernos séo direta ou

indiretamente provenientes de plantas (CALIXTO, 2000).

1.2 Oleos essenciais e a pesquisa de suas propriedades farmacoldgicas

Os Oleos essenciais recebem destaque dentre os agentes terapéuticos
provenientes de plantas, com uso medicinal popular e cientifico. Estes sdo
conhecidos também como esséncias ou 0leos etéreos e sdo principios ativos
oleosos e volateis, possuindo acées em sistemas bioldgicos (CRAVEIRO et al.,
1981). Além disso, sdo amplamente utilizados na inddstria como aromatizantes
para a preparacao de perfumes, sabdes, desinfetantes e cosméticos e também
na industria alimenticia.

Segundo Vitti e Brito (2003), os 6leos essenciais sao definidos pela
International Standart Organization (ISO) como produtos obtidos das partes das
plantas, através de técnicas especificas, e sdo misturas complexas de
substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. S&o
chamados de esséncia devido ao aroma agradavel e intenso da maioria de
seus representantes. Seus constituintes sdo pertencentes a diversos grupos
quimicos, como fendis e terpenos como exemplo (MAGALHAES, 2002).

Os métodos de extragcdo variam conforme a localizagdo do Oleo
essencial na planta e com a proposta de utilizagdo do mesmo, sendo 0s mais

comuns; a “enfleurage”, que é empregado para extrair o 0leo essencial de

pétalas de flores; arreste por vapor d’agua, visto que os constituintes do
13



material vegetal possuem pressdo de vapor mais elevada que a da agua,
sendo por isso arrastado; extracdo com solventes organicos, como 0s
solventes apolares; e por fim a prensagem ou expressdo, que é empregado
para a extracdo de 6leos essenciais de frutos citricos (LUPE, 2007).

O bioma Caatinga, exclusivamente brasileiro, estende-se por quase 1
milhdo de km? no Nordeste do Brasil. Sua vegetacdo xeréfita encontra-se
perfeitamente adaptada pela longa e irregular seca, altas temperaturas e
elevada radiacao ultravioleta. Na regido, uma das mais pobres do Brasil, com
alta concentracdo de familias de baixa renda, o uso de plantas medicinais e a
auto-medicacdo € muito comum (MORAIS et al., 2006). Algumas plantas
aromaticas encontradas com maior freqiéncia em nossa regido tém
demonstrado atividades farmacologicas coerentes com seu uso em medicina
popular (LEAL-CARDOSO; FONTELES, 1999).

Um dos exemplos é o 6leo essencial de Croton zehntneri, popularmente
conhecida como “canela-de-cunh@”, que apresentou interessantes
propriedades farmacoldgicas sobre o musculo esquelético e sobre o musculo
liso intestinal. Seus principais constituintes sdo o anetol e estragol. Estes
inibiram contra¢cdes induzidas pela estimulacéo elétrica direta no nervo e pela
acetilcolina enquanto que potencializaram as contracbes produzidas pela
cafeina  (ALBUQUERQUE et al, 1995). Apresentam  efeitos
predominantemente antiespasmaodicos no muasculo liso e sdo atribuidos ao
estragol (COELHO-DE-SOUZA et al., 1997). Em concentracbes maiores que
10 pg/ml, podem produzir contracdes ritmicas em ileo e aumento da amplitude

e a frequéncia das contragbes espontaneas da bexiga de cobaio (COELHO-
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DE-SOUZA et al., 1998), mostrando seu poder em exercer efeitos moduladores
diferenciais na contratilidade de varios musculos lisos.

Mentha x villosa, conhecida popularmente como “hortela-rasteira”,
mostrou atividade hipotensora em um trabalho publicado por Lahlou et al., em
2001. Em mdasculo sartério de sapo este Oleo essencial também apresenta
uma atividade inibitéria sobre contracdes induzidas por solu¢cdes contendo 80
mM de K* e potencializa as contragdes induzidas pela cafeina. Por outro lado,
em concentracdes maiores que 1mg/ml produz contracdes que sdo bloqueadas
pela procaina (FOGACA et al., 1997). O principal constituinte do hidrolato
obtido na extracdo do 6leo essencial da M. villosa, o 6xido de piperitenona,
também se mostrou ativo sobre diversas preparacdes bioldgicas inclusive
sobre o musculo liso intestinal de cobaio com efeitos antiespasmodicos
(SOUSA et al., 1997).

O dleo essencial da Alpinia speciosa, planta conhecida popularmente
como “colénia”, apresentou efeito relaxante e antiespasmoédico sobre
preparacdes intestinais de ileo de rato (BEZERRA et al., 2000, LAHLOU et al.,
2002).

O dleo essencial do Croton nepetaefolius (OECN), planta utilizada contra
distarbios gastrintestinais como antiespasmadica e carminativa (CRAVEIRO et
al., 1980), possui interessantes propriedades farmacologicas. Demonstrou
propriedades miorelaxantes (MAGALHAES, 1997; MAGALHAES et al., 1998) e
em camundongos, a administracao intragastrica de OECN (10-100 mg/kg)
aumentou o transito intestinal do marcador de carvao depositado no estémago.
Administrado por via oral, 0o OECN apresentou uma DLsy acima de 3 g/Kg de

peso corporal, caracterizando sua baixa toxicidade aguda. Além disso, o
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OECN apresentou uma atividade antiedematogénica nos modelos de edema
de pata induzidos por dextrana, histamina e carragenina, em doses
relativamente baixas (10 — 300 mg/Kg), e uma atividade analgésica em
modelos de nocicep¢ao induzida por acido acético, formalina e estimulo
térmico (30 — 300 mg/Kg).

Estes dados demonstram que o OECN possui propriedades
miorelaxantes e antiespasmaodicas in vitro, que é consistente com o uso de
preparacdes da planta na medicina popular como um antiespasmaodico

intestinal (DANTAS, 1979; CRAVEIRO et al., 1980).

1.3 Plantas do género Ocimum

Ocimum é um género botanico da familia das Lamiaceas e possui de 50
a 150 variedades de espécies (Hiltunen e Holm, 2005), cujas plantas mais
conhecida sdo a alfavaca e o manjericéo.

E uma planta aromatica e anual com altura de 30 a 150 cm que difere
em suas caracteristicas morfolégicas e composicao de seus 6leos essenciais.
E utilizado amplamente na indGstria alimenticia e cosmética (VINA, 2003).

Segundo Khosla (1995) existem trés centros com diversidade de
Ocimum: em regibes tropicais e subtropicais da Africa, regides tropicais da Asia
e da América do Sul, principalmente Brasil.

As espécies de Ocimum presentes no Brasil podem ser divididas em trés
grupos: 1) composto por espécies cultivadas, como o Ocimum basilicum e suas
variedades, introduzidas da Europa. 2) formado por espécies naturalizadas

incluindo o Ociumum gratissimum e suas variedades. 3) composto por espécies
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selvagens, incluindo o Ocimum micranthum, Ocimum selloi, Ocimum nudicaule
dentre outros (VIEIRA; SIMON, 2000).

Acredita-se que as espécies de Ocimum foram introduzidas no Brasil de
duas maneiras. A primeira realizada pelos colonizadores portugueses e pelos
imigrantes europeus como italianos, alemées e poloneses. A segunda pelos
escravos africanos (ALBUQUERQUE, 1996), que realizaram um importante
papel na disseminacdo do Ocimum, introduzindo varias espécies em regides
diferentes onde eram obrigados a viver e trabalhar (VIEIRA; SIMON, 2000).

Sao plantas bastante utilizadas na culinaria por suas caracteristicas
aromaticas e sdo também utilizadas em medicina popular como analgésico,
antifebril e antiemético (CORREA, 1984); contra bronquites, tosses e dores de
garganta (VIEIRA; SIMON, 2000); para insbnia e com estimulante digestivo
(VINA et al., 2003).

Muitos constituintes podem ser encontrados nos 0Oleos essenciais de
espécies de plantas desse género, como o eugenol, isoeugenol, linalol, 1,8-
cineol (eucaliptol), cinamato de metila, beta-elemeno, alfa e beta-pineno, beta-
cariofileno, beta-elemeno, limoneno, estragol, timol. (MORAES et al., 2002;
VANI et al., 2009; ZHELJAZKOV et al., 2008; VINA et al., 2003; VIEIRA;
SIMON, 2000; ROSAS et al., 2004; LINO et al., 2005).

Trabalhos publicados na literatura fazem também referéncia que a
qualidade e a quantidade de Oleos essenciais produzidos por plantas
dependem de varios fatores como variagdo sazonal, método de colheita,
estagio de desenvolvimento, clima e tipo de solo. Vani e colaboradores em
2009, mostraram que tanto o Ocimum Basilicum quanto o Ocimum Sanctum

apresentavam variacdes na composicdo de seus Oleos essenciais de acordo
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com a época de colheita. Outros trabalhos mostram que o método de extracéo
das esséncias também podem alterar a quantidade e a composicdo das
mesmas (Mazutti et al., 2006; Carvalo-filho et al., 2006; Soares et al., 2007).

Varios estudos tém demonstrado que as espécies desses géneros sao
possuidoras de atividades farmacologicas interessantes. Por exemplo, ja foram
registrados efeitos inibitérios do Ocimum gratissimum sobre a proliferacao,
migracdo e morfogénese e inducdo de COX-2 em células de cancer de mama
(Nangia-Makker et al., 2007). A administracdo de extratos aquosos dessa
espécie também reduziu os niveis plasmaticos de glicose em animais
diabéticos tratados com streptozotocina (Egesie et al, 2006). Em um trabalho
realizado por Interaminense e colaboradores em 2005, o 6leo essencial de O.
gratissimum (OEOG) foi capaz de induzir efeitos antihipertensivos em ratos
DOCA-sal devido a sua propriedade de induzir relaxamento vascular.

Outros estudos sobre o 6leo essencial de Ocimum gratissimum mostram
que 0 mesmo apresenta efeito antibacteriano, principalmente contra
Staphylococcus aureus (Nakamura et al., 1999), propriedades antinociceptivas,
inibindo significativamente o niamero de contorcbes abdominais induzidas por
acido aceético e inibindo os efeitos tanto da primeira fase quanto da segunda
fase no teste da formalina (Rabelo et al., 2003). Pereira e Maia (2007) também
relatam uma atividade antioxidante do OEOG.

Para outra espécie, o Ocimum basilicum foram relatados efeitos
inibitorios sobre a agregacdo plaquetaria induzida por ADP e trombina
relacionada a efeito antitrombotico in vivo (Tohti et al.,, 2006). Segundo Lee
(2004) o oleo essencial de O. Basilicum apresenta atividade antioxidante. Esse

Oleo essencial também possui atividade antibacteriana contra Staphylococcus
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aureus, Salmonella enteritidis e Escherichia coli, atividade antisséptica contra
Proteus vulgaris, Bacillus substilis e Salmonella paratyph, e atividade
antifingica contra Candida albicans, Penicillium notatum, e Microsporeum

gyseum (Siddiqui et al., 2007).

1.4 Ocimum micranthum

E uma planta aromatica anual, de porte rasteiro, com altura de até 50cm
quando florida, possuindo caule bastante ramificado, pequenas folhas
pecioladas, opostas, ovadas, inteiras ou deitadas, glabras, verde escuras;
calice frutifero maior que o pedicelo, membranaceo, glabro, flores gamopétalas,
zigomorfas, bilabiadas, inflorescéncias verdes e corola branca, aglomeradas no
apice dos ramos e dispostas em espigas ou racimos curtos; sementes

oblongas pretas e pequenas (Silva e Pinheiro, 2008).
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Figura 1 — Ocimum micranthum Wild
Fonte: http://chalk.richmond.edu/flora-kaxil-kiuic/o/

O O. micranthum Wild. é popularmente conhecido como alfavaca de
folna milda, estoraque, majericdo-grande, alfavacao, alfavaca do campo,
alfavaca de vaqueiro (Silva e Pinheiro, 2008) e no nordeste como alfavaca de
galinha (Pereira et al., 2009).

E utilizado na medicina popular no tratamento de gripe, resfriados, febre,
tosse, bronquites, nas infec¢gdes intestinais e estomacais, nas otites e como

estimulante e carminativa (Rosas et al., 2004). Seu 6leo essencial é obtido das
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folhas e das flores. E um liquido amarelo claro. E amplamente utilizado pelas
industrias farmacéuticas, de alimentos e de perfumes devido aos seus
constituintes majoritarios ( Lorenzi e Matos, 2002).

As espécies pertencentes a familia Lamiaceae podem apresentar
polimorfismo quimicos dos seus 6leos essenciais e trés quimiotipos distintos da
espécie de Ocimum micranthum foram identificados. O quimiotipo indiano que
€ constituido principalmente por eugenol, eucaliptol, beta-cariofileno, e delta-
elemeno; o do norte brasileiro, proveniente de plantas da regido amazonica,
que possui principalmente beta-elemeno, beta-cariofileno e isoeugenol; e por
fim o quimiotipo nordestino, tendo como principais constituintes o eugenol e
beta-cariofileno (Vieira, 2009).

A despeito destes quimiotipos de Oleo essencial de Ocimum micranthum
(OEOM) relatados anteriormente, alguns trabalhos demonstram a presenca de
outros constituintes como componentes majoritarios deste Oleo. Viha e
colaboradores em 2003, realizaram a analise da composi¢cao do 6leo essencial
de doze espécies de Ocimum crescidas na Colombia. Das doze, dez, inclusive
o Ocimum micranthum, mostraram ter como principal constituinte o cinamato
de metila. Este achado corrobora com outros trabalhos realizados no norte do
Brasil como o realizado por Rosas et al., 2004 e Silva e Pinheiro, 2008, onde o
cinamato de metila foi um dos principais constituintes.

Na literatura encontramos apenas um relato sobre a atividade
antinociceptiva e antiinflamatéria do 6leo essencial de O. micranthum. Para o
efeito antinociceptivo ndo ha o envolvimento do sistema opidide mas, como o
efeito foi revertido pelo L-NAME, provavelmente ha participacdo da via de

producdo do oxido nitrico (Lino et al., 2005). Esse 0leo também possui
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atividade contra bactérias gram-positivas e gram-negativas assim como
atividade antifungica (Saccetti et al., 2004).

Utilizando o conhecimento da populacdo local do uso de plantas
medicinais, Otero e colaboradores (2000) estudaram o efeito anti-hemorragico
de 75 extratos de plantas empregadas no tratamento de mordidas de cobras.
Dentre outros achados, dezenove extratos apresentaram atividade
neutralizadora moderada, incluindo o extrato de Ocimum micranthum.

Por outro lado, ndo existem, até 0 momento, estudos sobre as atividades
farmacoldgicas sobre o musculo liso respiratorio.

Este projeto propde o estudo do Oleo essencial da espécie O.
micranthum Willd e esperamos avaliar sua acdo no comportamento contratil
das vias respiratérias em animais normais e em animais submetidos a

processos inflamataérios, principalmente em modelos animais de asma.

1.5 Cinamato de Metila

Os Oleos essenciais de plantas aromaticas possuem uma grande
variedade de constituintes. Muitas plantas do género Ocimum, apresentam
quantidades significativas de cinamato de metila. Vifia e colaboradores (2003),
estudaram a composicado quimica de doze espécies de Ocimum crescidas na
Colébmbia, e verificaram que o cinamato de metila era o constituinte majoritario
de dez dessas espécies.

O cinamato de metila também pode ser o principal constituinte do 6leo
essencial de outras espécies de plantas como de Alpinia Malaccensis (Azah et

al., 2005) e Alpinina zerumbet. O 6leo essencial desta ultima, tem sido aplicado

22



clinicamente como um fitoterapico, e apresenta varios efeitos farmacologicos
interessantes. Em experimentos utilizando ileum de rato este 6leos essencial
mostrou ser possuidor de atividade miorelaxante e antiespasmadica,
apresentou também atividade antinociceptiva em camundongos, efeitos no
potencial de acdo em nervo ciatico de ratos, e atividade antihipertensiva e
cardiovascular (Murakami et al., 2009).

Em um trabalho realizado por Kong e colaboradores em 2007, foi
detectada uma potente atividade nematicida de varios cinamatos. Dentre
muitas substancias deste grupo analisadas, o cinamato de metila mostrou ser
um dos compostos mais potentes.

Foi demonstrado que o cinamato de metila apresenta atividade
antibacteriana e antifungica, ao inibir a proliferacdo de Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus e Candida albicans. Este resultado mostra que
esta substancia tem uma atividade antimicrobiana de amplo espectro, podendo
inibir tanto bactérias G+, quanto G- e fungos(Huang et al., 2009).

Em um trabalho recente, realizado por Silva e Pinheiro em 2008, foi
demonstrado a baixa toxicidade e atividade antinociceptiva do 6leo essencial
de Ocimum micranthum que apresenta o cinamato de metila como componente
majoritario. Para a atividade antinociceptiva, o OEOM néao foi capaz de interferir
de maneira significativa na primeira fase do teste da formalina. No entanto na
segunda fase, foi observado uma reducdo no tempo de lambida, em
comparagao com o grupo controle, sugerindo que o 6leo essencial de Ocimum

micranthum esteja relacionado com a inibicdo da dor de origem inflamatéria.
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1.6 Musculatura Lisa, Canais de Célcio e Hiperreatividade Brénquica

Camadas de células musculares lisas estdo presentes nas paredes de
varios 6rgdos no corpo, como vasos sanguineos, estbmago, intestino, bexiga,
Gtero e vias aéreas. S&o vitais para as mais diversas funcbes do organismo e
seu funcionamento anormal pode contribuir para muitas doencas (Magalhaes,
2002).

Estes musculos ndo apresentam estrias, tais como o musculo cardiaco e
esquelético, e além disso sua inervacdo € proveniente do Sistema Nervoso
Autdnomo. Adicionalmente, o estado contratii dessas células pode ser
controlado por horménios, agentes autocrinos € ou paracrinos e outros sinais
quimicos locais (WEBB, 2003).

A contracdo no musculo liso é iniciada por uma alteracdo nos filamentos
grossos de miosina mediada pelo célcio, enquanto que na musculatura
esquelética essa alteracdo ocorre nos filamentos finos, de actina. O
acoplamento excitacdo-contragcdo na musculatura lisa é controlado por dois
mecanismos principais, a alteracdo da concentracdo intracelular de calcio e a
via de sinalizacdo da Rho Quinase. Enquanto este ultimo parece ser
relativamente constante, existe uma enorme variacdo com relacdo aos
mecanismos responsaveis pela geracdo da sinalizacdo de calcio (BERRIDGE,
2008).

O aumento na concentracédo intracelular de calcio faz com o mesmo se
combine com uma proteina citoplasméatica chamada calmodulina. O complexo
calcio-calmodulina ira ativar a cinase de cadeia leve da miosina (MLKC). Uma

vez ativada esta cinase passa a fosforilar a cadeia leve regulatéria de miosina
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(MLCr), permitindo assim a interacdo molecular entre a actina e a miosina. A
energia liberada pelo ATP através da atividade de ATPase da miosina resulta
no ciclo de pontes cruzadas. Deste modo a contratiidade das células
musculares lisas € determinada primariamente pelo estado de fosforilacdo da
cadeia leve regulatéria de miosina (WEBB, 2003).

Adicionalmente a ativacdo dependente de calcio da MLKC, o estado de
fosforilacdo da MLCr €& também regulado por uma fosfatase (MLCP), que
remove o fosfato de alta energia da cadeia leve de miosina e promove o
relaxamento muscular. A Rho cinase pode inibir esta miosina fosfatase e assim
interferir no estado contratil da célula, favorecendo a contracdo (SOMLYO, A,
1985; SOMLYO e SOMLYO, 2000)

Duas maneiras fundamentais possibilitam o aumento da concentracao
intracelular de calcio: a liberagdo dos estoques intracelulares de calcio via
receptores especializados presentes no reticulo sarcoplasmatico ou o influxo
de célcio a partir do meio extracelular através de uma variedade de canais
ibnicos na membrana plasmatica ou ainda, por ambos os processos. (PEREZ-
ZOGHBI et al., 2009).

A contracdo dos varios tipos de musculos lisos pode diferir
marcantemente com relacdo a alguns aspectos como: a relativa contribuicdo do
meio extracelular e do intracelular (reticulo sarcoplasmatico) para o processo
de acoplamento excitagcdo-contracdo e quanto a participacdo de quais tipos de
canais ionicos responsaveis pela entrada do célcio na célula (Macfadzean e
Gibson, 2002).

Uma das vias de entrada de calcio mais bem caracterizada utiliza canais

de calcio operados por voltagem (VOCC), particularmente, os canais ‘L-type’
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sensiveis as dihidropiridinas. No entanto existem na membrana do muasculo
liso outros canais que nao sdo dependentes de voltagem, incluindo os canais
de calcio operados por receptor (ROCC), ativados por agonistas agindo de
maneira ampla nos receptores acoplados a proteina G (GPCR), e os canais de
calcio operados por estoque (SOCC), ativados pela deplecdo de calcio do
reticulo sarcoplasmatico (Macfadzean e Gibson, 2002; Parekh, B. et al., 2005).

A exposicao de alguns tipos de musculo liso, inclusive da traquéia, a
agonistas contrateis como a acetilcolina e serotonina, provoca uma elevacéo
bifasica na concentracdo de calcio intracelular. Esta resposta é resultante da
liberacdo inicial do calcio do reticulo sarcoplasmatico e posteriormente, do
influxo de célcio a partir do meio extracelular (Jude, J.A. et al., 2008) Neste
altimo caso, em condicdes fisioldgicas, a participacédo dos canais VOCC parece
ser minima, enquanto a de outros canais como os ROCC, parece ter um papel
fundamental (BABA, K. et al., 1986;PEREZ-ZOGHBI et al., 2009). No entanto,
em condi¢des patoldgicas, como na hiperreatividade das vias aéreas, o0 grau de
envolvimento desses canais pode estar alterado (MOURA, 2004).

A hiperreatividade encontrada na asma, € primariamente mediada pelo
excesso de contracdo da musculatura lisa do trato respiratorio e seus
mecanismos ainda sao incertos. Uma hipotese favoravel para esclarecer este
estado de exacerbacao contratil, seria um aumento na concentracdo de calcio
intracelular (PEREZ-ZOGHBI et al., 2009).

Moura (2004), em um trabalho utilizando traguéias isoladas de ratos,
demonstrou que na contracdo muscular lisa mediada por agonista, como a
serotonina, a hiperreatividade induzida por ovalbumina pode interferir na

participacdo dos canais de calcio durante a contracdo. Foi evidenciado uma
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participacdo marcante dos canais VOCC na sinalizacdo desse tipo de

contracao.
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2 JUSTIFICATIVA

O odleo essencial de Ocimum micranthum é utilizado em varias regides
do pais com fins terapéuticos e uma de suas utilizacbes é em doencas
respiratorias, como asma e bronquites. Apesar de seu uso, estudos de suas
propriedades farmacolOgicas sdo extremamente escassos e até a presente
data ndo temos conhecimento de nenhum trabalho que reporte seus efeitos na
musculatura lisa de traquéias, assim como do seu principal constituinte, o

cinamato de metila.
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3 OBJETIVOS

O presente estudo tem com objetivo geral analisar as a¢des do Ocimum
micranthum e do seu componente majoritario, o cinamato de metila, sobre o musculo

liso respiratério de ratos.

Para o 6leo essencial de Ocimum micranthum, pretendemos ainda avaliar seus
efeitos em um modelo de asma, baseado na apresentacdo do antigeno sensibilizante

(ovalbumina) a ratos Wistar sensibilizados.

Os objetivos especificos séo:

1. Detectar eventuais alteracdes provocadas pela presenca do 6leo
essencial de Ocimum micranthum e do cinamato de metila, in vitro, na
resposta contratil de traquéias isoladas de ratos naive.

2. Estudar as alteragbes produzidas pela presenca do O6leo
essencial de Ocimum micranthum, in vitro, na resposta contratil de

traquéias isoladas de ratos Wistar sensibilizados e desafiados a ovalbumina
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos Eticos

O presente estudo foi executado de acordo com 0s preceitos éticos que regem
a experimentacdo cientifica com uso de animais de laboratério e foi submetido e
aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal do
Ceara sob o numero de protocolo 14/10, de acordo com o que determina o Colégio

Brasileiro de Experimentacdo com Animais (COBEA).

4.2 Animais

No presente trabalho, foram utilizados ratos (Rattus norvegicus),
machos, da variedade Wistar, pesando 200-250 g. Os animais foram obtidos
de colénias mantidas pelo Biotério do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara
(UFC). Os experimentos foram realizados no Laboratério de Farmacologia do
Musculo Liso. Durante o periodo de realizacdo dos experimentos, 0s animais
foram alojados no Biotério pelo periodo de quatro semanas em caixas tipo
gaiola confeccionadas em polipropileno, com medidas de 41x34x16cm e
capacidade para 6 ratos. Durante o periodo de alojamento, a manipulacdo dos
animais consistiu apenas dos procedimentos necessarios para troca de racao,

agua, limpeza e higienizacdo das gaiolas. Aos animais sensibilizados também
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foram procedidas manipulacbes adicionais em virtude do processo de
sensibilizacdo antigénica pela aplicacédo de injecdes intraperitoneais de OVA. A

todos os animais foram fornecidas agua e racdo ad libitum.

Os animais considerados nesse estudo foram divididos em 03 grupos:

Animais naive: ratos sem nenhum tratamento prévio.

Animais sensibilizados: ratos tratados com o antigeno sensibilizante, e
desafiados com inalacao de solucéo salina.

Animais desafiados: ratos tratados com o antigeno sensibilizante e

desafiados com inalacdo do antigeno.

4.3 Método de sensibilizacdo dos animais

A sensibilizacdo dos animais foi realizada de forma ativa mediante a aplicacao
de inje¢Oes intraperitoneais de ovoalbumina (OVA; chicken egg albumin, grade Il, 10
mg/kg, 3 aplicacbes em dias alternados - nos dias 1, 3 e 5) de acordo com o método
descrito por Weinreich; Undem (1987). Esses animais s6 foram utilizados apés um
periodo minimo de 21 dias e ndo mais que 50 dias apds a Ultima injecédo aplicada no

periodo de sensibilizacao.
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4.4 Método de desafio antigénico

Define-se como “desafio antigénico” (também chamado de broncoprovocacao)
0 processo de exposicdo dos animais previamente sensibilizados ao antigeno
sensibilizante por via inalatéria. O desafio ocorreu ap6s 21 a 50 dias da ultima injecdo
do antigeno e, 12 horas ap6s, os animais foram sacrificados para obtencdo dos
tecidos para realizacdo dos experimentos. Resumidamente, os animais foram
colocados em uma caixa transparente de acrilico com as medidas de 30 x 16,6 x 19,8
cm que foi confeccionada em nosso laboratério. Na parte superior da caixa existe uma
tampa removivel para a coloca¢do e retirada dos animais do compartimento interno.
Nas porcdes laterais existem dois orificios que permitem, de um lado, o acoplamento
do nebulizador ultra-sénico para a realizacdo da nebulizacdo com solucédo salina ou
solucdo de OVA e, de outro, servem ao escape do ar saturado do compartimento

interno onde se encontra o animal, evitando-se assim a reinalagcéo do ar expirado.

A solucdo de OVA usada para o desafio antigénico foi preparada
imediatamente antes da realizacdo dos procedimentos experimentais e foi dissolvida
em solucdo salina (NaCl 0,9%) a temperatura ambiente. Imediatamente apds o
preparo, a solucdo de ovalbumina foi transferida para o nebulizador (Respira Max®
Inalador ultra-sénico, NS Indastria de Aparelhos Médicos Ltda., SP) e este foi
acoplado a caixa de acrilico para iniciar o processo de nebulizacdo do antigeno
conforme descricdo anterior. Uma vez iniciada a nebulizacdo, o periodo maximo de
manutencao dos animais no interior da caixa de acrilico foi de 30 minutos, divididos
em duas sessfes seqlenciais de 15 minutos cada (a primeira com nebulizacdo de
solucdo de OVA a 1 mg/mL e a segunda a 5 mg/mL). Em todas as sessdes de
nebulizacdo o experimentador permanecia observando as alteracdes respiratérias

eventualmente ocorridas, sendo o aparecimento de tiragem intercostal, desconforto
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respiratorio acentuado, aumento do ritmo respiratério ou tosse associada a coriza
intensa os critérios utilizados para retirada do animal do interior da caixa, em qualquer
tempo de tratamento para evitar a morte desnecessaria do animal. Nesse estudo,
foram utilizados apenas os animais que completaram o periodo de 30 min de desafio

antigénico forma ininterrupta.

4.5 Experimentos com anéis de traquéia

A traguéia dos animais foi obtida para os estudos de contratilidade in vitro. Para
tanto, os animais foram sacrificados por aplicacdo de inje¢cdo de pentobarbital sédico
(75 mg/kg, i.p.) seguida de exsanguinacdo apOs confirmacdo da anestesia por
pincamento da pata traseira do animal e incisdo mediana ventral. ApOs esse
procedimento, a traquéia foi rapidamente cortada em segmento Unico de
aproximadamente 10 - 12 mm, que foi posteriormente cortado a temperatura ambiente
em 4 segmentos sob a forma de anéis em placa de Petri preenchida com solucéo de
Krebs-Henseleit cuja composicdo (em mmol/l) foi: NaCl 118,0, KCI 4,7, CaCl, 2.5,
MgSO, 1,2, NaHCO; 25,0, KH,PO, 1,2 e glicose 10,0).. Apés a remocao dos tecidos
adjacentes, os anéis foram transferidos para camaras para 6rgao isolado de 5 mL de
capacidade preenchidos com solu¢do de Krebs-Henseleit, pH 7,4, aerada
continuamente com ar atmosférico e mantida a 37°C. A luz dos anéis traqueais foi
atravessada sem intercruzamentos por duas pecas metdlicas confeccionadas em fino
aco inoxidavel. Cada peca foi atada a pontos distintos na camara, um fixo em seu
compartimento interno e outro conectado ao transdutor de forca (Grass, modelo
FTO3C, Quincy, Mass., EUA) apropriado para registro de contracBes isométricas. Os
sinais gerados pelo transdutor de forca foram amplificados e registrados em um

sistema de aquisicdo computadorizado (Dataq, PM-1000, WCE, Akron, Ohio, EUA)
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(Figura 1). A tensdo aplicada a cada segmento traqueal foi ajustada em 1g. O periodo

de equilibrio foi de 1 hora com troca do liquido de incubagéo a cada 15 minutos.

Transdutor

Haste Fixa

Bomba de ar

Amplificador

Figura 2 - Sistema de registro da atividade contratil em preparagdes isoladas de

traquéia de rato

Fonte: Figura adaptada de Ju

ca, 2007, p. 33



4.6 Protocolos experimentais para estudo da contratilidade tragueal

Apds o periodo usual de 60 min para equilibrio das preparacdes as condicbes
experimentais, os tecidos foram repetidamente estimulados para producdo de
contracBes que serviram a dois propdsitos: referéncia para expressar grande parte dos
resultados e avaliar a responsividade tecidual ainda no inicio dos experimentos. As
contragcBes foram consideradas como a deflexdo positiva dos tragados experimentais
registrados no software de aquisicdo e foram medidas pela diferenca entre o valor
assintotico do pico da deflexdo e o valor registrado no tracado de tensdo basal
observada antes da adicdo do agente contratil. Em todos os experimentos, contracdes
iniciais foram induzidas pela adicdo de alta concentracdo de K" (60 mM) e esse
procedimento foi repetido até que duas contracbes de mesma magnitude fossem
observadas. Nesse momento o tecido foi considerado em condicbes de iniciar

qualquer outro procedimento.

4.7 Confecgéo das curvas concentragao-efeito

Curvas concentragdo-efeito (CCE) foram construidas de acordo com o método
de Van Rossum (1963). Resumidamente, as preparacbes foram expostas a
concentracdes crescentes e cumulativas de 6leo essencial de Ocimum micranthum
(OEOM), assim como a outros agentes como seu principal constituinte, o cinamato de
metila, ou cloreto de potassio (KCI), carbacol (CCh). As substancias adicionadas a
uma dada concentracdo na camara de banho, especialmente no caso do OEOM e do
cinamato de metila, foram assim mantidas por um periodo de cinco minutos e, entao,
outras concentracbes foram adicionadas de forma subsequente. Para as demais
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drogas o tempo de contato de cada concentracdo foi de 3 min apenas se seus efeitos
fossem classicamente conhecidos e facilmente evidenciados. O efeito maximo (Emax)
para a curva concentracdo-efeito foi considerado alcancado quando o aumento na
concentracdo de dada substancia ndo induziu resposta contratil adicional aquela

observada com a concentracao anterior.

4.7.1 Efeitos do 6leo essencial de Ocimum micranthum na musculatura lisa de

traguéias isoladas de ratos naive

4.7.1.1 CCE para o OEOM adicionado a preparacao sob ténus basal

Para estudar as possiveis alteragdes provocadas pelo OEOM no tbnus basal
de traquéias isoladas de ratos, foram confeccionadas CCEs com a adi¢cdo cumulativa
de OEOM nas concentra¢des de 1, 3, 10, 30, 100, 300, 600 e 1000 pg/mL. Apés a
adicdo da maior concentracdo de OEOM, o tecido foi lavado mediante trocas
sucessivas e completas da solucao fisiolégica da camara de banho. Outro parametro
avaliado que indica a integridade do tecido ao final do experimento, é a repeticdo de

uma contragéo induzida por K* 60 mM
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4.7.1.2 CCE para o OEOM adicionado a preparacgéo sobre o platd da contracao

induzida pelo cloreto de potassio

Este protocolo foi realizado com o intuito de avaliar a acéo do 6leo essencial de
Ocimum micranthum sobre a contracdo mantida induzida por KCI em traquéias
isoladas de ratos.,Com a adicdo de 60 mM de KCI ao meio de incubacao dos anéis de
traguéias isoladas observou-se uma contracéo. Depois de atingido o platé da resposta
contratil, foram confeccionadas CCEs com a adicdo cumulativa de OEOM nas

mesmas concentragdes relatadas na seg¢ao anterior.

4.7.1.3 CCE para o OEOM adicionado a preparacéo sobre o platdé da contracao

induzida pelo carbacol

Este protocolo foi semelhante ao da secdo anterior, exceto pelo fato de o CCh
(0.3 uM) ter sido usado para induzir contracdo, ao invés de KCI. Depois de atingido o
platé da contracdo provocada pelo CCh, o OEOM foi adicionado de forma cumulativa
nas mesmas concentracbes usadas na secdo anterior (1-1000 ug/mL). A partir dos
dados obtidos de acordo com os protocolos com KCI e CCh, foi possivel a avaliacdo
de parametros farmacol6gicos como a eficacia e poténcia do OEOM com relacdo a

inibicdo dos efeitos causados pelos agentes contraturantes.
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4.7.1.4 CCE para o carbacol na presenca de nitrendipina

O protocolo foi realizado com o intuito de detectar os efeitos do OEOM na
contraco induzida por carbacol na auséncia de influxo de Ca** por canais operados
por voltagem em traquéias isoladas de ratos naive. Inicialmente, o tecido foi exposto a
60 mM de KCI para testar sua viabilidade e em seguida, apés lavagens sucessivas, foi
acrescentada a nitrendipina a 1uM. Apés essa etapa, uma CCE foi obtida para o CCh
nas concentracdes de 10° a 3 x 10° M, com intervalo de dois minutos entre as
concentracdes, esta ainda na auséncia do OEOM. Atingido o pico maximo de
repsosta, a solu¢cdo das camaras foi trocada por 3 a 6 vezes por uma solucdo
fisiolégica e uma nova CCE foi executada mantendo-se a presenca de nitrendipina,

mas dessa vez com adicdo de OEOM nas concentragdes de 30 ou 100 pg/mL.

4.7.1.5 CCE para o cloreto de potassio

Apos o tecido ter sido exposto a estimulos repetidos com 60 mM de KCI para
testar sua viabilidade, uma CCE foi construida para o KCI nas concentracdes de 10,
20, 40, 60, 80, 100, e 120 mM, com intervalo de dois minutos entre as concentragoes.
Atingido o pico maximo de desenvolvimento de forca pelo tecido, a solu¢do das
camaras foi trocada por varias vezes e, apos o retorno do tracado ao valor basal, a

CCE foi repetida agora na presenca de 30 ou de 100 pg/mL de OEOM..
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4.7.2 Efeitos do OEOM na musculatura lisa isolada de traquéia de ratos

sensibilizados e desafiados

47.2.1 Efeito do OEOM na CCE induzida CCh em tecidos de animais

sensibilizados e desafiados com salina ou OVA

Anéis de traquéia com o epitélio integro obtidos de animais sensibilizados e
desafiados foram montados em camaras para 6rgdos isolados conforme descricdo
anterior (ver item 4.1.5). Apés testada a viabilidade funcional do tecido, foi construida
uma CCE para CCh nas concentracbes de 10° a 3 x 10° M,. Apés atingido o pico
méaximo de desenvolvimento de for¢ca o retorno do tracado ao valor basal (depois de
lavagens sucessivas) uma nova CCE para CCh foi construida agora na presenca de
30 ou 100 pg/mL de OEOM, adicionado cinco minutos antes do inicio da CCE com o
CCh. O desenvolvimento de hiperreatividade foi observado pela comparacdo das

respostas contrateis entre os tecidos de animais sensibilizados e desafiados.

4.7.2.2 Efeito da adicéo in vitro do OEOM na CCE induzida KCI

Anéis de traquéia com o epitélio integro obtidos de animais sensibilizados e
desafiados foram montados em camaras para 6rgados isolados conforme descricdo
anterior (ver item 4.1.5). Apés testada a viabilidade funcional do tecido, foi construida
uma CCE para KCI nas concentracfes de 10% a 1,2 x 10" M,. Apds atingido o pico
méaximo de desenvolvimento de for¢ca o retorno do tracado ao valor basal (depois de

lavagens sucessivas) uma nova CCE para CCh foi construida agora na presenca de
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30 ou 100 pg/mL de OEOM, adicionado cinco minutos antes do inicio da CCE com o
CCh. O desenvolvimento de hiperreatividade foi observado pela comparacdo das

respostas contrateis entre os tecidos de animais sensibilizados e desafiados.

4.7.3 Farmacologia do cinamato de metila na musculatura lisa isolada de

traguéia de ratos naive

4.7.3.1 CCE para o Cinamato de Metila adicionado a preparacdo sob tdonus

basal

Para estudar as alteracdes do cinamato de metila, principal constituinte do 6leo
essencial de Ocimum micranthum, no tbnus basal de traquéias isoladas de ratos,
foram confeccionadas CCEs com a adicdo cumulativa de cinamato de metila nas
concentracdes de 1, 3, 10, 30, 100, 300, 600 e 1000 ug/mL. Apés a utilizacdo de
todas as concentracdes, o tecido foi lavado por varias vezes consecutivas com
solucdao fisiolégica na camara de banho. Ao final do experimento, a repeticdo de uma

contrac&o induzida por K* 60 mM indica a integridade do tecido.

4.7.3.2 CCE para o Cinamato de Metila adicionado a preparacéo sobre o platd

da contracao induzida pelo cloreto de potassio

Com a adicdo de 60mM de KCIl ao meio de incubacdo dos anéis de traquéias isoladas
observou-se uma contragdo. Apés atingido o platd da resposta contratil, foram
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confeccionadas CCEs com a adi¢do cumulativa e crescente de cinamato de metila (1,
3, 10, 30, 100, 300, 600 e 1000 pg/mL) para avaliar a habilidade dessa substancia em

reverter uma contracdo tipicamente eletromecanica no tecido traqueal.

4.7.3.3 CCE para o Cinamato de Metila adicionado a preparacao sobre o platé

da contracao induzida pelo carbacol (CCh)

Com a adicdo de 0,3 uM de CCh ao meio de incubacdo dos anéis de traquéias
isoladas e a consequente contragdo ter atingido seu estado estacionario (platd da
contracdo), concentragdes cumulativas de cinamato de metila (1, 3, 10, 30, 100, 300,
600 e 1000 pg/mL) foram adicionadas para avaliar a habilidade dessa substancia em

reverter uma contracdo muscarinica em seu decurso.
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4.8 Solucdes e drogas

As solucdes de acetilcolina e carbacol (CCh), foram preparadas pela adicdo da
substancia pura nas quantidades apropriadas diretamente em agua destilada e foram
armazenadas em freezer a concentracBes 100 a 1000 vezes maiores que aquelas
usadas na camara de banho dos tecidos. As solu¢cdes de OEOM foram preparadas
para cada experimento, dissolvendo-o diretamente em Krebs-Henseleit contendo
Tween 80 a 1% imediatamente antes da utilizacdo. Diluicdes adicionais foram
realizadas para alcancar a concentracdo desejada e a concentracdo de Tween ndo
ultrapassou 0,01% (v/v) em contato com os tecidos. Sais e drogas (todos de grau
analitico) foram adquiridos da Sigma Chemical (Saint Louis, MO, E.U.A.) ou Merck

(Dermstadt, Alemanha).

4.9 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como meédia + E.P.M. Para comparacéao
entre os grupos, foram utilizados: analise de variancia (ANOVA) seguida de
teste de multipla comparacdo de, Holm-Sidak quando apropriado. Para
comparacdes entre dois grupos, optou-se pelo teste t de Student. A
probabilidade de ocorréncia de nulidade menor que 5% foi aceita como
indicativa de significancia estatistica. Os dados de contratilidade foram
expressos em valores absolutos (g) ou em percentual (%) da resposta média

das contracbes de referéncia induzidas por K* (60 mM), obtida no inicio de
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cada experimento. Alguns resultados foram expressos como % da contracéo

do agonista na auséncia de OEOM .
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5 Resultados

5.1 Oleo essencial de Ocimum micranthum n&o altera o tdnus basal de traquéia

isolada de rato

Conforme descrito na secdo metodologia, no inicio dos experimentos, as
preparacGes foram estimuladas com solugdes contendo alta concentragdo de K* (60
mM) e os tecidos produziram contracdo cuja magnitude correspondeu a 219,6 + 33,1
mg (n = 12). Apés a lavagem da preparacao e o retorno a linha de base, os anéis de
traguéia isolada de rato foram incubados por 5 min com concentracdes cumulativas de
OEOM (1 — 1000 pg/mL) . Apés a adicao destas concentraces pudemos observar que
a exposicao do tecido traqueal ao OEOM né&o provocou alteracéo do ténus basal, Para
se comprovar estatisticamente o que é observado no tracado de um experimento tipico
(Fig. 3A) os dados obtidos foram analisados por meio de Andlise de Variancia (one
way ANOVA) que demonstrou ndo haver diferenca estatisticamente significante
(p=0,945) nos valoress de tbnus basal antes e apés a adicdo de OEOM. Ao final do
experimento, com a retirada do OEOM por meio de lavagens sucessivas com solucao
fisiol6gica, a preparacao foi novamente estimulada com 60 mM de K+ e pudemos
observar o desenvolvimento de contracdo, indicativa de que a preparacdo ainda

permanceia responsiva ao agente contraturante.
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Figura 3. Oleo essencial de Ocimum micranthum (OEOM) n&o altera o ténus basal de

traquéia isolada de rato.

A, Tragado experimental mostrando a auséncia de efeito do OEOM sobre o ténus basal da
musculatura lisa de traquéias isoladas de ratos Wistar; B, Grafico com os valores médios para o
tonus basal de anéis de traquéia de ratos na presenca de diferentes concentra¢cdes de OEOM (n =

12); valores expressos como média + E.P.M.
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5.2 Cinamato de metila, principal constituinte de OEOM néo altera o ténus basal

de traquéia isolada de rato

Apbs o periodo de avaliagdo da viabilidade tecidual e equilibrio da preparacéo, os
anéis de traquéia isolada de ratos foram incubados por 5 min com concentracdes
cumulativas de cinamato de metila (1 — 1000 pg/mL) . Apds a adicdo dessas
concentracdes pudemos observar que a exposicdo do tecido traqueal ao cinamato de
metila, assim como no caso dos tecidos expostos ao OEOM, ndo provocou alteragédo
do tbnus basal. Os dados obtidos foram analisados por meio de ANOVA que
demonstrou ndo haver diferenca estatisticamente significante (p=0,945) nos valores de
tbnus basal antes e ap6s a adi¢do de cinamato de metila. Ao final do experimento,
com a retirada do cinamato de metila por meio de lavagens sucessivas com solucéo
fisiolégica, a preparagdo foi novamente estimulada com 60 mM de K+ e pudemos
observar o desenvolvimento de contracdo, indicativa de que a preparacdo ainda

permanceia responsiva ao agente contraturante..
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Figura 4. Cinamato de metila ndo altera o tdnus basal de traquéia isolada de rato.

A, Tracado experimental representando a auséncia de efeito do cinamato de metila sobre o ténus
basal da musculatura lisa de traquéias isoladas de ratos Wistar. B, Grafico com os valores médios
para o tbnus basal de anéis de traquéia de ratos na presnca de diferentes concentracées de

cinamato de metila (n = 4); valores expressos como média + E.P.M.
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5.3 Efeito do o6leo essencial de Ocimum micranthum sobre a contracéo

sustentada do KCI em traquéia isolada de rato.

A adicdo de KCI (60 mM) ao meio de incubacdo dos anéis de traquéias de
ratos naive ocasionou contracdo que se caracteriza por ser sustentada enquanto a
concentracdo do KCI for mantida alta. A resposta contratili € caracteristica e é
composta de duas fases com um primeiro platé alcancado em 1-2 minutos do inicio do
estimulo e outro mais tardio alcangado apenas ap6s ~30 min do inicio da contracdo
(Fig. 5). A magnitude desse segundo pico foi de 183,8 + 22,3 pg/mL.(n = 8). A adicado
de concentra¢Bes cumulativas do OEOM, apos o estabelecimento do segundo platé da
contragcao promoveu reversao total desta resposta contratil, de maneira dependente de
concentracdo (p < 0,001, ANOVA). O relaxamento foi estatisticamente significante a
partir da concentracéo de 10 pg/ml (p=0,004, Holm-Sidak) que, neste caso, reduziu a
resposta contratil para 94,9 + 1,8% do valor obtido na auséncia de OEOM.. O
relaxamento foi total na concentragdo de 600 pg/mL, momento em que a contragdo do
tecido foi apenas residual (0,8 + 0,5% da resposta contratil na auséncia de OEOM). A
concentracao necessaria de OEOM capaz de produzir 50% de inibicdo da resposta

contratil (Clso) foi de 112,93 ug/ml [84,0 - 151,8 pg/ml].
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Figura 5. Efeito do 6leo essencial de Ocimum micranthum (OEOM) sobre a contracao

sustentada do KCIl em traquéia isolada de rato.

A, Tracado experimental representando o efeito do OEOM sobre a contracdo do KCI na
musculatura lisa de traquéias isoladas de ratos Wistar. B, Grafico com os valores médios da
contracdo na presenca de diversas concentracbes de OEOM (n=8); os valores sdo expressos

como média + E.P.M. *, p < 0,05, comparado ao valor obtido na auséncia de OEOM.
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5.4 Efeito do cinamato de metila sobre a contracdo sustentada do KCl em

traquéia isolada de rato.

O presente protocolo teve o0 mesmo desenho dos procedimentos descritos na
secao anterior. Apés o estabelecimento do platd da contracdo in duzida por KCI, a
adicdo cumulativa de cinamato de metila de 1 pg/ml a 1000 pg/ml, proporcionou uma
reversdo total desta resposta contratil (Fig. 6). O relaxamento foi estatisticamente
significante a partir da concentragdo de 30 pg/ml (p=0,009, Holm-Sidak) que, neste
caso, reduziu a contracdo para 91,2 + 2,3 % da resposta contratil observada na
auséncia de cinamato de metila. A concentracdo de 600 pg/ml reduziu a contracdo
para 22,8+9,2% da resposta na auséncia de cinamato de metila. Quando comparado
com essa mesma concentragcdo do OEOM, observa-se que os valores de contracéo
residual na presencga do 6leo séo significativamente menores do que com o cinamato
de metila (p < 0,05, teste t de Student). A rever~séao total s6 foi observada com 1000
pg/ml de cinamato de metila, concentracdo em que a contragdo foi de apenas 1,9 +
6,7% da resposta na auséncia do constituinte. A concentracdo de cinamato necessaria

para produzir 50% de inibicdo (Clso) da resposta contratil foi de 308,48 [84,01-170,00]

pg/mi.
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Figura 6. Efeito do cinamato de metila sobre a contracéo induzida por KCI em traquéia

isolada de rato.

A, Tragado experimental representando o efeito do cinamato de metila sobre a contra¢do do KClI
na musculatura lisa de traquéias isoladas de ratos. B, Grafico com os valores médios da

conttracdo na presenca de diversas concentracdes de cinamato de metila (n=6); os valores sdo
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5.5 Efeito do o6leo essencial de Ocimum micranthum sobre a contracéo

sustentada do CCh em traquéia isolada de rato.

A adicdo de CCh (0,3 puM) ao meio de incubacéo dos anéis de traquéias de
ratos naive ocasionou contracdo que, a exemplo do KCI, também se caracteriza por
ser sustentada. Ao ser atingido o platé da resposta contratil, cuja magnitude alcancou
valores correspondentes 1,03 + 0,3 g (n = 4), a adicdo de concentragcdes cumulativas
do OEOM (1 a 1000 pg/ml) promoveu reversao total desta resposta contratil, de
maneira dependente de concentracdo (p < 0,001, ANOVA) (Fig. 7). O relaxamento foi
estatisticamente significante a partir da concentracdo de 100 pg/ml (p < 0,05, Holm-
Sidak) reduzindo a resposta contrétil para 62,3 + 7,9% do valor obtido na auséncia de
OEOM. O relaxamento foi total na concentracdo de 600 pg/mL, condicdo em que a
contracao do tecido foi apenas 3,8 + 6,8% da resposta contratil na auséncia de OEOM.
A concentracdo necessaria de OEOM capaz de produzir 50% de inibicdo da resposta

contratil (Clso) foi de 128,2 [72,7 - 225,8 pg/ml].
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Figura 7. Efeito do 6leo essencial de Ocimum micranthum (OEOM) sobre a contracdo

sustentada do CCh em traquéia isolada de rato.

A, Tracado experimental representando o efeito do OEOM sobre a contragdo do CCh na
musculatura lisa de traquéias isoladas de ratos. B, Grafico com os valores médios da contragao
na presenca de diversas concentracdes de OEOM (n = 4); os valores sdo expressos como média

+ E.P.M. *, p < 0,05, comparado ao valor obtido na auséncia de OEOM.
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5.6 Efeito do cinamato de metila sobre a contrac&o induzida por carbacol (CCh)

em traquéia isolada de rato.

O protocolo aqui descrito é semelhante ao da secdo anterior. Apos o
estabelecimento do platé da contracdo induzida por CCh, a adicdo cumulativa de
cinamato de metila (1 a 1000 pg/ml), produziu uma reversao total da resposta contratil
(Fig. 8). O relaxamento foi estatisticamente significante a partir da concentracéo de 30
pg/ml (p < 0,05, Holm-Sidak) que, neste caso, reduziu a contracdo para 75,3 + 3,2 %
(n = 4) da resposta contratil observada na auséncia de cinamato de metila. A
concentracdo de 600 pg/ml aboliu totalmente a contragdo. A concentracdo de
cinamato necessaria para produzir 50% de inibicdo (Clso) da resposta contratil foi de

100,4 [83,9 - 120,1 pg/ml].
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Figura 8. Efeito do cinamato de metila sobre a contracdo sustentada do CCh em traquéia

isolada de rato.

A, Tracado experimental representando o efeito do cinamato de metila sobre a contracdo do CCh
na musculatura lisa de traquéias isoladas de ratos. B, Grafico com os valores médios da
contracdo na presenca de diversas concentragdes de cinamato de metila (n = 4); os valores sdo
expressos como média + E.P.M. *, p < 0,05, comparado ao valor obtido na auséncia de cinamato

de metila.
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5.7 Curva concentracdo-efeito do Carbacol em traquéia isolada de animais

sensibilizados desafiados com salina ou OVA

As camaras de banho contendo traquéias isoladas obtidas de animais
sensibilizados ou de animais sensibilizados e também desafiados com OVA foram
adicionadas concentracdes cumulativas de CCh nas concentracdes de 1 nM a 30 pM.
Como pode ser observado na figura 9, a forca desenvolvida pelo tecido apés o
estimulo muscarinico foi significativamente maior nos tecidos dos animais desafiados
do que nos tecidos de animais sensibilizados. Nestes, o efeito maximo (Emax) foi
correspondente a 121,7 + 28,1% da contracdo induzida por 60 mM de K+ ainda no
inicio do experimento, enquanto que naqueles, a resposta maxima foi correspondente
a 306 = 32,9% da contracdo induzida por 60 mM de K+. O desvio a esquerda foi
caracterizado pelo menor valor de CEsp nesses tecidos. A concentracdo de carbacol
necessaria para provocar um resposta de 50% da maxima nos tecidos dos animais
sensibilizados foi de 1307, 6 [360,6 - 2254,6] nM (n = 7), enquanto que nos animais
desafiados a CEsp foi de 234,4 [158,3 - 310,6] nM (n = 8). Esses valores mostraram

diferenca significativa (p < 0,05, teste t de Student).
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Figura 9. Curvas concentracao-efeito do Carbacol em traquéia isolada de animais

sensibilizados e animais sensibilizados e desafiados a ovalbumina.

Grafico com os valores médios da resposta contratil do carbacol sobre traquéias isoladas
de ratos sensibilizados (n = 7) e ratos sensibilizados e desafiados (n = 8); sendo estes
valores expressos em média + E.P.M. * p<0,05 em relacdo a mesma concentracdo nos

tecidos dos animais sensibilizados, segundo teste two way ANOVA e Holm-Sidak.
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5.8 Curva concentracao efeito do Carbacol na presenca e auséncia de OEOM em

animais sensibilizados a OVA

Em tecidos traqueais obtidos de animais ativamente sensibilizados pela
ovalbumina, foram adicionadas concentracdes cumulativas de CCh inicialmente na
auséncia e, posteriormente, na presen¢ca 30 ou 100 pg/mL de OEOM. Conforme a
secao anterior, na auséncia de OEOM, a CEsy para o CCh foi de 1307, 6 [360,6 -
2254,6] nM (n = 7) e o Emax foi correspondente a 121,7 + 28,1% da contracdo
induzida por 60 mM de K+. O tratamento das preparacdes com OEOM 30 pg/mL néo
foi capaz de alterar nem a sensibilidade tecidual ao CCh, nem a magnitude da
resposta maxima (Figura 10). Com 30 pg/mL, a CEs, ao CCh foi de 1832,8 [508,0 -
3157,7] nM, e o Emax foi correspondente a 110,3 + 26,9% da contracdo induzida por
K+ 60 mM. Adicionalmente, o tratamento da preparagdo com OEOM 100 pg/mL
também ndo alterou nem a CEso nem o Emax na resposta contratil induzida pelo CCh,
0s quais corresponderam a 2150,9 [1055,8 - 3245,9] nM e 105,9 £ 25,0% da contracdo
induzida por K+ 60 mM, respectivamente, Nem os valores de CEsy, nem os valores de
Emax apresentaram diferenca significativa em relacdo ao controle (p = 0,466, one way

ANOVA).
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Figura 10. Curva concentracdo efeito do Carbacol em traquéia isolada de animais
sensibilizados na auséncia e na presenca de 6leo essencial de Ocimum micranthum.

Grafico com os valores médios da resposta contratil do carbacol sobre traquéias isoladas
de ratos sensibilizados (n = 7) na auséncia e na presenca de OEOM a 30 ou 100 pg/mL;

59



5.9 Curva concentracao efeito do Carbacol na presenca e auséncia de OEOM em

animais sensibilizados e desafiados a OVA

Em tecidos tragueais obtidos de animais sensibilizados e desafiados pela inalacdo de
OVA, foram adicionadas concentra¢des cumulativas de CCh inicialmente na auséncia
e, posteriormente, na presenca 30 ou 100 pg/mL de OEOM. Conforme descrito acima,
na auséncia de OEOM, a CEsg para o CCh foi de 234,4 [158,3 - 310,6]nM (n=8) e 0
Emax foi correspondente a 306 + 32,9% da contracdo induzida por 60 mM de K+. O
tratamento das preparacdes com OEOM 30 pg/mL promoveu um deslocamento da
CCE ao CCH para a direita de maneira significativa (Figura 11). Na presenca de
OEOM 30 pg/mL, a CEsg ao CCh foi aumentada para 497,4 [410,8 - 583,9] nM,
embora esse aumento ndo tenha sido significativo (p > 0,05, ANOVA). Por outro lado,
na presenca de 100 pg/mL, a CEsg para o CCh foi de 1338,5 [933,1 - 1743,9] nM, valor
significativamente maior que o obsrvado na auséncia de OEOM (p < 0,05, Holm-
Sidak), Digno de nota é o fato de que os valores de Emax na presenca OEOM (30 ou
100 pg/mL) n&o foram diferentes dos valores observados no controle (297,6 + 37,3% e
250,6 + 45,4% da contracdo de K+ 60 mM, respectivamente (p >0,05, one way

ANOVA).
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Figura 11. Curva concentracdo efeito do Carbacol em traquéia isolada de animais

sensibilizados e desafiados a OVA, na auséncia e na presenca de OEOM.

Gréafico com os valores médios da resposta contratil do carbacol sobre traquéias isoladas de

ratos sensibilizados e desafiados (n = 8) na auséncia e na presenca de OEOM a 30 ou 100

pg/mL; os valores sédo expressos como média + E.P.M.

61



5.10 Curva concentracdo efeito do Carbacol na presenca de Nitrendipina e na

presenca e auséncia de OEOM

Em tecidos traqueais, incubados em solucao fisiolégica, de animais naive,
foram adicionadas concentracfes crescentes e cumulativas de carbacol de 1nM a
30uM na presenca de 1uM de nitrendipina e na presenca e auséncia de 6leo essencial

de Ocimum micranthum (30 e 100ug/ml).

Duas curvas concentracdo efeito foram realizadas por experimento. Uma curva
controle do carbacol e nitrendipina, onde ndo ha a presenca do OEOM ao meio de
incubacao do tecido isolado e uma curva onde ha a presenca do 6leo . Nas curvas em
gue ha a presen¢a do OEOM foi utilizada a concentracdo de 30ug/ml antes da adicdo
das concentra¢cées do CCH ou uma concentracdo de 100ug/ml. As concentracdes de

carbacol variaram de 1nM a 30uM em todos os experimentos.

A concentracdo de carbacol necessaria para provocar um resposta de 50% da
maxima na curva dos animais na auséncia de OEOM e presenca de nitrendipina foi de
639,18nM [415,87 - 982,42nM]. JA na presenca de 30ug/ml ou 100ug/ml de éleo
essencial de Ocimum micranthum a CE50 foi de 1324,09nM [776,15 - 2258,86nM] e

1392,68nM [895,79 - 2165,21nM], respectivamente.
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Figura 12. Curva concentragdo efeito do Carbacol em traquéia isolada de ratos na

presenca de nitrendipina e na auséncia e presenca de 0leo essencial de Ocimum

micranthum.

Gréfico da resposta do carbacol e nitrendipina na auséncia e presenca de OEOM sobre
traquéias isoladas de ratos naive (n=15) ; sendo estes valores expressos em média +

E.P.M.
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5.11 Curva concentracdo-efeito do KCI em traquéia isolada de animais

sensibilizados e desafiados com salina ou OVA

As camaras de banho contendo traquéias isoladas obtidas de animais
sensibilizados ou de animais sensibilizados e desafiados com OVA foram adicionadas
concentracdes cumulativas de KCI nas concentracdes de 10 a 120 mM. Como pode
ser observado na figura 13, a forca desenvolvida pelo tecido apés o estimulo
despolarizante foi significativamente maior nos tecidos dos animais desafiados do que
nos tecidos de animais sensibilizados. Nestes, o efeito maximo (Emax) foi
correspondente a 128,4 + 9,2% (n =7) da contracdo induzida por 60 mM de K+ obtida
ainda no inicio do experimento, enquanto que naqueles, a resposta maxima foi
correspondente a 193,1 = 29,4% (n = 5) da contracdo induzida por 60 mM de K+.
Esses valores apresentara diferenca significativa (p < 0,05, two way ANOVA). Por
outro lado, ndo evidenciamos desvio a esquerda uma vez que nao houve diferenca
significativa nos valores de CEsq para 0 KCI entre os tecidos de animais sensibilizados
ou desafiados (51,4 [36,1 - 66,7] mM para os animais sensibilizados e 50,2 [43,1 -

57,4] mM nos animais desafiados (p > 0,05, teste t de Student).
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Figura 13. Curvas concentracdo-efeito do KClI em traquéia isolada de animais

sensibilizados e animais sensibilizados e desafiados a OVA.

Gréfico com os valores médios da resposta contratil do KCI sobre traquéias isoladas de
ratos sensibilizados (n = 7) e ratos sensibilizados e desafiados (n = 5); sendo estes valores
expressos em média + E.P.M. * p<0,05 em relagdo a mesma concentragdo nos tecidos dos

animais sensibilizados, segundo teste two way ANOVA e Holm-Sidak.
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5.12 Curva concentracdo efeito do Cloreto de Potassio na presenca e auséncia

de 6leo essencial de OEOM

Em tecidos traqueais obtidos de animais ativamente sensibilizados pela ovalbumina,
foram adicionadas concentragcdes cumulativas de KCI, inicialmente na auséncia e,
posteriormente, na presenca 30 ou 100 pg/mL de OEOM. Conforme ja descrito, na
auséncia de OEOM, a CEsgpara o KClI foi de 51,4 [36,1 - 66,7] mM (n = 7) e o Emax foi
correspondente a 128,4 + 9,2% (n =7) da contracdo induzida por 60 mM de K+. O
tratamento das preparacdes com OEOM 30 ou com 100 pg/mL nédo foi capaz de
alterar a sensibilidade tecidual ao KCI, uma vez que os valores de CE50 foram 55,8
[43,7 - 67,9] mM e 60,7 [55,4 - 66,0] mM, respectivamente, e ndo apresentara
diferenca significativa em relacdo ao controle (p > 0,05, ANOVA). Por outro lado, o
OEOM foi capaz de reduzir a magnitude da resposta maxima induzida pelo KCI. Com
OEOM 30 pg/mL, o Emax foi 117,7 + 7,9% da contracdo de K* 60 mM, mas nao foi
estatisticamente diferente, enquanto que com OEOM a 100 pg/mL, o valor de Emax foi

significativamente menor (54,1 £ 5,7% da contragcdo de K+ 60 mM) (p < 0,05, ANOVA).
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Figura 14. Curva concentracdo efeito do KClI em traguéia isolada de animais
sensibilizados na auséncia e na presenca de 6leo essencial de Ocimum micranthum.

Graéfico com os valores médios da resposta contratil do KCI sobre traquéias isoladas de
ratos sensibilizados (n = 7) na auséncia e na presenca de OEOM a 30 ou 100 pg/mL; os
valores sdo expressos como média =+ E.P.M.
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5.13 Curva concentracdo efeito do KCI na presenca e auséncia de OEOM em

tecidos de animais sensibilizados e desafiados a OVA

Em tecidos tragueais obtidos de animais sensibilizados e desafiados pela inalacdo de
OVA, foram adicionadas concentracées cumulativas de KClI, inicialmente na auséncia
e, posteriormente, na presenca 30 ou 100 pg/mL de OEOM. Conforme ja descrito, na
auséncia de OEOM, a CEsgpara o KCI foi de 50,2 [43,1 - 57,4] mM (n = 5) e 0 Emax foi
correspondente a 193,1 + 29,4% (n = 5) da contracdo induzida por 60 mM de K*. O
tratamento das preparacdes com OEOM 30 ou com 100 pg/mL nédo foi capaz de
alterar a sensibilidade tecidual ao KCI, uma vez que os valores de CE50 foram 56,8
[49,1 - 64,4] mM e 66,9 [49,6 - 84,1] mM, respectivamente, e ndo apresentaram
diferenca significativa em relacdo ao controle (p > 0,05, ANOVA), embora o ultimo
valor tenha apresentado valor limitrode de p (0,07), tendendo a se tornar significativo.
Por outro lado, o OEOM foi capaz de reduzir a magnitude da resposta maxima
induzida pelo KCI. Com OEOM 30 pg/mL, o Emax foi 157,6 + 23,9% da contragéo de
K* 60 mM, mas n&o foi estatisticamente diferente, enquanto que com OEOM a 100
png/mL, o valor de Emax foi significativamente menor (68,0 + 11,6% da contracdo de

K+ 60 mM) (p < 0,05, ANOVA).
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Figura 15. Curva concentracdo efeito do KCI em traquéia isolada de ratos

sensibilizados e desafiados na auséncia e na presenca de OEOM.

Gréfico com os valores médios da resposta contratil do KCI sobre traquéias isoladas de

ratos sensibilizados e desafiados (n = 5) na auséncia e na presenca de OEOM a 30 ou 100

pg/mL; os valores séo expressos como média + E.P.M.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho demonstra as acfes miorrelaxantes e antiespasmaodicas
do 6leo essencial de Ocimum micranthum (OEOM) em tecidos isolados de traquéia de
rato. Além disso, demonstramos também que o seu principal constituinte, o cinamato
de metila, pode ser responséavel por parte de seus efeitos e que 0 OEOM possui efeito
seletivo em tecidos submetidos a processo inflamatério decorrente da apresentacdo

de antigeno sensibilizante a animais previamente sensibilizados.

Ha relatos de que o O. micranthum, também conhecido como “alfavaca da
folha mitda”, é tradicionalmente utilizado no tratamento de distlrbios respiratérios
(Silva e Pinheiro 2008) e nossos experimentos mostram que esse 6leo essencial
possui efeitos interessantes na musculatura lisa de traquéias isoladas, confirmando
assim sua utilizacdo popular. Na realidade, algumas plantas arométicas, encontradas
com maior freqiiéncia em nossa regido, tém demonstrado atividades farmacolégicas

coerentes com seu uso em medicina popular (Leal-Cardoso e Fonteles, 1999).

Os trabalhos cientificos a respeito do 6leo essencial de Ocimum micranthum
sdo extremamente escassos na literatura, e o presente estudo é o primeiro a relatar
seus efeitos na musculatura lisa traqueal. Utilizamos como metodologia a confeccdo
de diversas curvas concentracoes-efeito com protocolos diferentes no intuito de
demonstrar e tentar tracar, pelo menos em parte, o perfil farmacoldgico deste 6leo

essencial e seu principal constituinte o cinamato de metila.

Ao utilizamos o OEOM nas concentracbes de 1 — 1000 pg/mL, pudemos
evidenciar que o mesmo ndo provoca alteragdes, sejam elas contrateis ou relaxantes,
pelo menos em relacdo ao tdnus basal. Essa caracteristica difere de outros 6leos

essenciais de plantas do género Ocimum, que possuem propriedades miorrelaxantes,
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inclusive sobre o ténus basal, como o Ocimum gratissimum (Madeira et al., 2002).
Estas respostas discrepantes se devem ao fato de que os 6leos essenciais sao
constituidos de complexas associacfes de componentes, pertencentes a diversos
grupos quimicos, como fendis e terpenos (Magalhdes, 2002) e as quantidades destes
componentes podem variar enormemente. Trabalhos mostram que as estacfes do
ano, o tipo de solo, clima e até mesmo a hora da coleta podem influenciar na
composicao dos 6leos essenciais obtidos de uma mesma espécie (Carvalho-Filho et

al., 2006; Rosas et al., 2004, Vifia et al., 2003; Murakami et al., 2006).

Apesar do 6leo essencial de Ocimum micranthum néo relaxar o tdnus basal da
musculatura lisa de traquéias isoladas, ele mostra efeitos interessantes nas
contra¢Bes induzida por outras substancias. Pudemos observar que o OEOM foi capaz
de reverter completamente a contracdo j4 estabelecida e induzida por cloreto de
potassio, bem como por CCh, na musculatura lisa de traquéias isoladas de ratos

Wistar.

Quando o OEOM ¢é adicionado antes do agente contraturante também
evidenciamos seus efeitos relaxantes. Usando o KCI como agente contratil, foi
possivel evidenciar que a resposta maxima (Emax) do tecido foi diminuida pelo uso da
concentracdo de 100 pg/ml do OEOM. Esta descrito na literatura que o K+ pode
induzir um acoplamento excitacao-contracdo através de um aumento na concentragcao
intracelular de Ca2+, a partir de um influxo do meio extracelular, por meio da ativagédo
de canais de Ca2+ operados por voltagem (VOCC — Voltage Opereted Calcium

Channels) (Bastos et al., 2009; Spedding, 1984).

As respostas observadas nos protocolos anteriormente citados, em que foi
utilizado o KCI como agente contraturante, nos levam a crer que o 6leo essencial de
Ocimum micranthum possivelmente age, pelo menos em parte, interferindo na

abertura dos canais de calcio operados por voltagem (VOCC), visto que o OEOM foi
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capaz tanto de bloquear como reverter a resposta induzida por cloreto de potassio na

musculatura de traquéias de ratos.

Ao utilizarmos o 6leo essencial de Ocimum micranthum na contragéo induzida
por carbacol obtivemos respostas diferentes de acordo com o protocolo utilizado. O
carbacol € um agonista colinérgico e age de maneira semelhante a acetilcolina . Na
membrana plasmatica de células musculaturas lisas, este agonista pode ligar-se a
receptores especificos que estdo acoplados a proteina G e assim desencadear uma
série de eventos celulares que aumentam a concentracdo intracelular de calcio e

podem resultar em contragcdo muscular.

Em um protocolo onde a curva concentracdo-efeito para o éleo essencial de
Ocimum micranthum foi iniciada depois da estabilizacdo da contracdo induzida por
carbacol, podemos evidenciar que houve uma reversdo dessa resposta pelo 6leo. No
entanto em outro protocolo onde o 6leo essencial foi adicionado, juntamente com
nitrendipina (1LuM), antes do inicio da CCE para o carbacol o mesmo resultado néo
ocorreu. Neste Ultimo protocolo, ndo houve diferenca estatisticamente significante
entre as curvas concentragdo efeito para o CCh na auséncia e presenca de 30 e
100ug/ml de OEOM. A nitrendipina € um bloqueador dos canais de célcio, mais
especificamente os canais de calcio operados por voltagem (VOCC) (Du H. et
al.,2010). A finalidade da utilizagcdo da mesma neste protocolo foi de tentar excluir a
participacdo dos VOCC e filtrar a contracdo muscular induzida pelo carbacol via
ROCC. Desta maneira possiveis alteracdes provocadas pelo OEOM poderiam ser

atribuidas a uma acdo em ROCC, o que nao foi o caso.

Como o 6leo essencial de Ocimum micranthum é utilizado em muitas doencas
respiratorias, como asma e bronquites, tentamos mimetizar estas condicdes em um
grupo de animais do nosso estudo. Em um modelo desenvolvido por Weinreich;

Undem (1987), onde a ovoalbumina é o antigeno desencadeador da sensibilizacao,
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condicbes como hiperreatividade bronquica, aumento da secrecdo no trato

respiratorio, dificuldade ventilatéria podem ser observadas nestes animais.

Os animais sensibilizados foram divididos em dois grupos; os que inalaram
apenas solucdo fisiolégica e os que inalaram uma solu¢do contendo ovoalbumina.
Neste Gltimo caso, estes animais sdo denominados como desafiados e esse desafio
mimetiza condicbes encontradas em uma crise asmatica. O procedimento de
broncoprovacao, pela repeticdo da exposicdo ao antigeno por inalagdo ao animal
sensibilizado, provoca o desencadeamento de uma resposta bronconstritora apdos a

reapresentacéo ao antigeno.

Pudemos observar que o0 OEOM praticamente ndo teve efeito na CCE do CCh
em animais sensibilizados, mas, interessantemente, produziu efeitos significativos em
tecidos de animais desafiados pela OVA. Nestes, o OEOM foi capaz de alterar as
CE50 nas CCE para o carbacol, indicando que nos tecidos dos animais desafiados,
ele se comporta como um antagonista competitivo, uma vez que houve apenas

deslocamento da curva para a direita sem reducédo de seu efeito maximo

O OEOM se mostrou mais efetivo no bloqueio dos VOCC visto que ele foi
capaz tanto de reverter como bloquear a resposta contratil induzida por KCI. Esta
aparente seletividade pode explicar sua maior interferéncia na curva concentracao-
efeito do CCh em animais desafiados. Em condicdes normais a participacdo destes
canais € minima na contracao induzida por este tipo de agonista. No entanto em
condi¢des patolégicas, como na hiperreatividade, a participacdo dos canais de calcio
operados por voltagem é marcante (Moura, 2004) possibilitando assim uma acao mais

efetiva do 6leo essencial de Ocimum micranthum..

Ao contrario do que foi observado nas CCE para o carbacol evidenciamos
diferencas significativas no efeito maximo induzido pelo KCI tanto em animais apenas
sensibilizados como também em tecidos de animais sensibilizados e desafiados. Por
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outro lado, ndo foram detectados alteraces na sensibilidade do KCI uma vez que os

valores de CE50 n&o apresentaram diferencga significativa.

Apés a investigacdo dos efeitos do 6leo essencial de Ocimum micranthum na
musculatura lisa de traquéias isoladas de ratos, decidimos por investigar a acao do
seu principal constituinte, o cinamato de metila. Esta substancia esta presente em
diversos 0leos essenciais das plantas arométicas (Ballabeni et al., 2010; Murakami et

al., 2009; Zheljazkov et al., 2008;).

Primeiramente utilizamos o cinamato de metila nas concentracdes de 1 a
1000ug/ml sob o ténus basal de traquéias isoladas (figura 2). Pudemos observar que
assim como o 6leo essencial de Ocimum micranthum, o seu constituinte majoritario, o

cinamato de metila, ndo altera o tbnus basal.

Em um segundo protocolo utilizando esta substéncia, testamos sua acdo no
estado de contracdo sustentada na musculatura lisa de traquéias de ratos pelo cloreto
de potassio (60mM). O gréafico mostra que o cinamato de metila consegue reverter de
maneira concentracdo-dependente a contracdo induzida por KCI . Este fato também foi

observado em um outro protocolo na contracéo induzida por CCh.

Ao contrario do OEOM que agiu com poténcias semelhantes na reversdo da
resposta contratii para o KClI e CCh, com CI50 de 112,9 e 128,2 ug/ml
respectivamente, o cinamato de metila apresentou diferencas nestas concentracgoes.
Na reversdo da resposta induzida por KCIl a CI50 do cinamato foi de 308,48 ug/ml
enquanto que na reversao da contracédo provocada por CCh, foi de 100,4 ug/ml. Estes
resultados sdo interessantes, visto que apesar do cinamato de metila ser o constituinte
majoritario do OEOM, suas acdes podem ser diferentes. Neste sentido, no entanto

qualquer concluséo a respeito do cinamato de metila, seria precipitada

Em concluséo, o 6leo essencial de Ocimum micranthum, nao interfere no tonus

basal da musculatura lisa de traquéias mas demonstra ser possuidor de efeitos
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miorelaxantes e antiespasmaddicos. Possivelmente estes efeitos, pelo menos em parte,
sdo provenientes de uma acgdo nos canais operados por voltagem (VOCC),
Adicionalmente o OEOM foi capaz de atuar de maneira mais especifica no bloqueio da
resposta contratil de animais desafiados. Para o cinamato de metila foi demostrado
que o mesmo também nao interfere no ténus basal e é capaz de reverter a resposta
contratil induzida por cloreto de potassio e carbacol, porém estudos mais
aprofundados devem ser realizados, no intuito de tentar tracar o perfil farmacolégico

de seu efeito miorrelaxante.
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7 CONCLUSOES

e O 6leo essencial de Ocimum micranthum e o cinamato de metila,
ndo alteram o ténus basal de traguéias

e O cinamato de metila apresenta atividade miorrelaxante

e O 0leo essencial de Ocimum micranthum apresenta atividade
miorelaxante e antiespasmadica

e O mecanismo envolvido, pelo menos em parte, no efeito
miorelaxante e antiespasmadico do 6leo essencial de Ocimum
micranthum é devido preferencialmente a sua acdo nos VOCC
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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