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RESUMO

O 1,8-cineol, 0 a-pineno e B-pineno s@o monoterpenos constituintes do 6leo essencial de
plantas encontradas no Nordeste do Brasil como a “malva-santa” e o “eucalipto” (Oleo
Essencial do Eucalyptus tereticornis - OEET) que, na medicina popular, sdo usadas no
tratamento de distarbios intestinais e respiratorios. As acdes miorrelaxantes desses 0Oleos
essenciais sdo atribuidas a presenca desses monoterpenos. Nosso objetivo foi estudar mais
detalhadamente os efeitos desses constituintes, assim como o do OEET, sobre a contratilidade
do mausculo liso gastrintestinal e sobre o efeito procinético em ratos. No presente estudo,
foram usados ratos Wistar machos (180-250g) sacrificados por deslocamento cervical. Tiras
de duodeno, ileo e fundo de estdmago foram cortados e mantidos em solucdo de Tyrode
normal. As contragBes isométricas foram registradas atraves de transdutores de forca
conectados a sistema computadorizado. Solugdes contendo o 1,8-cineol, 0 a-pineno ou f-
pineno foram preparadas em Tween 80 (concentragao final < 0,2% v/v). Usados isoladamente,
o OEET, o 1,8-cineol, 0 a-pineno ¢ B-pineno diminuiram o ténus basal em tiras de duodeno.
Em tonus basal de tiras isoladas de fundo gastrico, 0 OEET e o 1,8-cineol possuiram efeito
miorrelaxante, enquanto o a-pineno e o B-pineno possuiram efeito contratil. Esse efeito
contratil do a-pineno e do B-pineno em tiras isoladas de fundo géastrico € por possivel
interferéncia com o mecanismo dependente de IP3 e independe da ativacdo local do receptor
muscarinico e de uma acdo central na ativacdo de receptores nicotinicos, da mesma forma, o
efeito miorrelaxante na musculatura lisa duodenal é mediado por possivel interferéncia com
0s mecanismos celulares mediados pela formacdo de IP3. Além disso, como demonstrado
anteriormente, em ileo de rato, esses monoterpenos provavelmente ativam as vias de entrada
de Ca*" para a célula em situacdes de deplecido dos estoques intracelulares. Em estudos de
retencdo fracional de corante no trato gastrintestinal, o OEET, o 1,8-cineol, o a-pineno e o B-
pineno promoveram a aceleracdo do esvaziamento gastrico. O a-pineno e B-pineno também
aceleraram o transito intestinal e reduziram a complacéncia géastrica. Os nossos dados
mostram que OEET possui propriedades pro-cinéticas, que podem ser atribuiveis aos efeitos
contrastantes induzidos por a-pineno e B-pineno, corroborando com dados apresentados
anteriormente (Juca, 2007).

Palavras-chave: Oleos Volateis. Eucalyptus. Monoterpenos. Musculo liso.



ABSTRACT

The monoterpenes 1,8-cineole, a-pinen and B-pinene are constituents commonly found in
several essential oils obtained from plants in Brazilian northeast such as “malva-santa” and
“eucalipto” (Essential Oil of Eucalyptus tereticornis - EOET), which are used in folk
medicine to treat respiratory and gastrointestinal dysfunctions. Myorelaxant actions are due to
the presence of these constituents in their essential oils. The present work aimed to further
study the pharmacological effects of these compounds, as well as the EOET, on smooth
muscle gastrointestinal contractility and the prokinetic effect in rats. Wistar rats (200-250 g)
were used, sacrificed by cervical dislocation. Strips were carefully obtained from gastric
fundus, duodenum and ileum, and were maintained in normal Tyrode’s solution. Isometric
contractions were recorded through force transducers coupled to a computerized data
acquisition system. Solutions containing 1,8-cineolo, a-pinene or B-pinene were prepared with
Tween 80 (final concentration < 0,2% v/v). Solely used, EOET, 1,8-cineole, a-pinene or (-
pinene decreased duodenal basal tonus. In basal tone of gastric fundus isolated strips, EOET
and 1,8-cineole had relaxant effect, while a-pinene and B-pinene had contractile effect. This
contractile effect of a-pinene and B-pinene in isolated strips of gastric fundus is due to
possible interference with IP3-dependent mechanism and independent of the muscarinic
receptor activation and a central action in the activation of nicotinic receptors, in the same
way, the duodenal smooth muscle relaxant effect is mediated by possible interference with the
cellular mechanisms mediated by the formation of IP3. Moreover, as shown above, in the rat
ileum, monoterpenes activate capacitative Ca®* entry to intracellular milieu after Ca®" stores
depletion. The a-pinene and B-pinene also accelerated intestinal transit and reduced gastric
compliance. Our data show that OEET has prokinetic properties in rats, which may be
attributable to the contrasting effects induced by o-pinene and B-pinene, corroborating data
presented previously (Jucd, 2007).

Keywords: Oils Volatile. Eucalyptus. Monoterpenes. Muscle Smooth.
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1. INTRODUCAO

1.1 Os 6leos essenciais

Embora seja dificil precisar o inicio da evolugdo da arte de curar através do uso de
plantas medicinais, devido ao uso mistico, magico e ritualistico, sabemos que muitos povos
orientais conheciam o poder das plantas medicinais como substancias aromaticas, 0leos,
remédios e venenos, muito tempo antes de Cristo. Existem registros em que a india, o Egito,
Roma e a Babil6nia contribuiram na expansdo do conhecimento acerca da utilizagdo das
plantas com finalidade terapéutica.

O 6leo essencial de uma dada planta é o conjunto de substancias volateis que a
caracterizam como “aromatica”, uma vez que Sao responsaveis pelo aroma caracteristico da
planta, apresentando componentes de diferentes grupos quimicos como hidrocarbonetos,
alcoois, aldeidos, cetonas, fenois, etc. Além do seu vasto uso industrial em perfumaria, 0s
oleos essenciais tém sido aproveitados com fins terapéuticos em aromaterapia, para aplicacdo
topica através de massagens, banho de compressas, incensos ou mesmo administrado por via
oral.

Através de modificacBes de grupamentos moleculares, os constituintes dos 6leos
essenciais podem ser utilizados como modelos estruturais para pesquisa de novos farmacos
com maior eficacia e seletividade.

A pesquisa dos efeitos farmacoldgicos de 6leos essenciais obtidos de plantas
comumente encontradas na regido Nordeste do Brasil, e seus respectivos constituintes, sobre a
musculatura visceral tem sido uma das mais tradicionais linhas de estudo no Laboratdrio de
Farmacologia do Musculo Liso da UFC (COELHO-DE-SOUZA et al., 1997; MAGALHAES
et al., 1998; LAHLOU et al., 1999, 2000; MAGALHAES et al., 2003; EVANGELISTA et al.,
2007; JUCA et al., 2011; BASTOS et al., 2011). Esses estudos relacionam as acoes
farmacoldgicas dos 6leos essenciais sobre parametros fisiologicos como a pressao arterial e 0
transito gastrintestinal e também sobre diversos tipos de musculo liso in vitro. Tais resultados
corroboram a eficécia atribuida a essas plantas pela utilizagdo empirica por parte da populagéo.
Por outro lado, estes estudos caracterizam 0s principais constituintes desses 0leos como o
terpineol, metil-eugenol, anetol e estragol entre outros, como principios ativos dos seus

respectivos extratos. No geral sdo substancias que, isoladamente ou em conjunto, apresentam
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atividade sobre tecidos bioldgicos e sdo possuidoras, portanto, de um potencial espectro de
acOes farmacoldgicas a ser explorado.

Os estudos também sdo direcionados as acdes farmacologicas do 6leo essencial de
eucalipto, em especial da espécie Eucalyptus tereticornis. Neles, demonstramos as acdes
miorrelaxantes do 6leo sobre tecido muscular liso de traquéia de cobaias (COELHO-DE-
SOUZA et al., 2005; BASTOS et al., 2009) e tecido muscular liso do trato digestivo (Jucé et
al.,2011). Essas observacGes demonstram que a utilizacdo dessa planta no tratamento
empirico de afeccbes do trato respiratério apresenta fundamentacdo farmacologica. No
presente estudo, trazemos os efeitos do dleo essencial de E. tereticornis e de trés constituintes,
0 1,8-cineol, o a-pineno e o B-pineno no comportamento contratil da musculatura lisa do trato

gastrintestinal.

Os 6leos essenciais de eucalipto

O nome eucalipto deriva do grego eu (= bem, de boa constitui¢do) e kalyptds (=
cobrir, coberto), porque seu fruto € uma estrutura que protege bem as sementes (REMADE,
2001b).

O eucalipto chegou & Europa em 1774 pela crenca generalizada em seu poder
milagroso contra a mal&ria e outras doengas. N&o se conhecia, a época, a etiologia da
malaria e o eucalipto cumpriu o seu papel “milagroso”, diminuindo os casos da
doenga, com a eliminagéo do encharcamento dos pantanos. Em 1871, ao contrario, a
introducdo do eucalipto no estado do Rio de Janeiro, no Brasil, coincidiu com um
surto de febre amarela; ndo é preciso dizer que, em 1882, na cidade de Vassouras,
todas as arvores de eucalipto foram arrancadas pelo povo como responsaveis pelo
aparecimento da doenca na cidade. (SILVA, 2003).

Embora originados na Australia, Remade reportou em 2001 que existem cerca de
13.698.000 hectares de eucaliptos plantados em todo o mundo dos quais 2.955.000 ha sdo
encontrados no Brasil, 4.800.000 ha na india e 1.701.500 ha na Africa. O estado de Minas
Gerais é o principal produtor brasileiro, com 1.524.000 (51,6%) ha de eucalipto (REMADE,
2001a).

A familia Myrtaceae compreende cerca de 140 géneros, com aproximadamente
3.000 espécies divididas em 2 subfamilias, Myrtoideae e Leptospermoideae (Cronquist, 1991).
Eucalipto € uma denominacédo geral e uma adaptacdo para o portugués da designacao latina
Eucalyptus, género pertencente a essa familia, e nele sdo enquadradas mais de 700 espécies.
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No Brasil, o eucalipto foi usado durante algum tempo em ferrovias e na
construcdo de postes para eletrificacdo. Hoje, seu principal cultivo € para producdo de painéis
de madeira, papel, celulose, lenha e carvao.

Sdo plantas aromaticas e produzem o0leo essencial encontrado principalmente nas
folhas. S&o divididos em trés categorias de importancia comercial: os medicinais que contém
quantidades substanciais de eucaliptol; os industriais que contém terpenos usados na industria
(devem ser ricos em felandrenos ou piperitona) e os aromaticos como o eucalipto-liméo (E.
citriodora) os quais sdo caracterizados pelo seu aroma (exigem como base o citronelal em

teor minimo de 70%).

Atualmente, do eucalipto, tudo se aproveita. Das folhas, extraem-se 6leos essenciais
empregados em produtos de limpeza e alimenticios, em perfumes e até em remédios.
A casca oferece tanino, usado no curtimento do couro. O tronco fornece madeira
para sarrafos, lambris, ripas, vigas, postes, varas, esteios para minas, mastros para
barco, tabuas para embalagens e méveis. Sua fibra é utilizada como matéria-prima
para a fabricacéo de papel e celulose. (AMBIENTE BRASIL, 2007).

O eucalipto-limdo (Eucalyptus citriodora Hook), cujo principio ativo € o
citronelal, ¢é utilizado na fabricacdo de desinfetantes e odorizantes, ndo devendo ser utilizada
para fins terapéuticos, principalmente por inalacdo, por ser irritante para a mucosa do trato
respiratorio. Esse uso inadequado deve ser devido a associagdo dos nomes “eucalipto” e
“limdo”, tradicionalmente considerados como medicinais. E a espécie mais usada
popularmente no Ceara (MATOS, 2000). Além do citronelal, sdo encontrados também
geraniol, cineol, isopulegol, pineno e sesquiterpenos.

O Eucalyptus globulus é a espécie mais conhecida de eucalipto do ponto de vista
de aplicacdo terapéutica, sendo conhecido como “eucalipto medicinal”. A Farmacopéia
Britanica descreve o “0leo de Eucalipto”, com alto teor de 1,8-cineol, como o 6leo extraido de
folhas frescas do E. globulus e também de outras espécies.

Sdo consideradas medicinais as espécies cujo 6leo essencial contenha mais de
50% de eucaliptol na sua constituicdo (MATOS, 2002). Essa espécie é conhecida e utilizada
na medicina popular em muitas partes do mundo primariamente como expectorante e no
tratamento de afeccGes como gripes, febre, pneumonia e asma (ZANKER et al., 1980;
GOLDSTEIN; COOPER; TARKINGTON, 1976; BURROW; ECCLES; JONES, 1983). Ha
registros de sua utilizacgdo como antimicrobiano em uma série de quadros infecciosos
incluindo aqueles dos tratos digestivos e urinarios, alem de seu uso no controle da pediculose.
Tem sido descritas atividades antiinflamatorias e antitumorais do “6leo de Eucalipto”

(TAKASAKI et al., 1995). Na terapéutica este 6leo pode ser encontrado em produtos
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bastante comercializados com indicacdo expectorante, mucolitica e no tratamento de
bronquite aguda e cronica, asma, tosse e resfriados. Das especialidades farmacéuticas mais
conhecidas que possuem o eucaliptol em suas formulacdes podemos citar 0 TRANSPULMIN® e
0 VICK VAPORUB®.

O Eucalyptus tereticornis é uma espécie hibrida de eucalipto com grande
distribuicdo geografica. Embora as propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas dessa espéecie
ndo sejam totalmente conhecidas, infusdes e decoccbes sdo tradicionalmente usadas no
tratamento de doencas respiratorias. O 6leo essencial do E. tereticornis (OEET) € amplamente
usado para aliviar a tosse, resfriados, dores de garganta e outros sintomas respiratorios
superiores (SILVA et al., 2003; JUERGENS et al., 2003).

Em estudos desenvolvidos anteriormente, foi observado que o 6leo essencial de E.
tereticornis e seu maior constituinte, o 1,8-cineol, apresentaram efeito miorrelaxante em
preparacdes isoladas de traquéia de cobaia, reduzindo a resposta contrétil induzida por K*
(COELHO-DE-SOUZA et al., 2005; BASTOS et al., 2009). Esses achados corroboram a
utilizacdo empirica desta planta pela populacdo através da inalacdo de vapores produzidos
pela fervura da agua com as folhas destas espécies de Eucalyptus para o tratamento de
afecgdes do sistema respiratorio.

O dleo essencial do Eucalyptus tereticornis possui em sua composi¢do substancia
conhecidas como terpenos, com a seguinte distribuicdo: 1,8-cineol (74.6%), a-pineno (7.8%),
B-pineno (7.4%), limoneno (3.9%), aromadendreno (2.5%), globulol (1.9%), allo-
aromadendreno (0.6%), borneol (0.5%), indefinido (0.8%).

A presenca do 1,8-cineol € atribuida a propriedade terapéutica do 6leo (MATOS,
2002), embora, em outro estudo, tenha sido demonstrado também que outros dois
constituintes isolados, o a-pineno ¢ o B-pineno e o 6leo essencial do Eucalyptus tereticornis
aceleram o transito gastrintestinal de ratos (JUCA et al., 2011). Essa descoberta e também
outros achados (JUCA, 2007), como o efeito miorrelaxante em preparacdes de duodeno de
rato isolado, motiva o desenvolvimento de novas drogas com capacidade potencial de
interferir nos mecanismos etioldgicos de manifestacdes gastrintestinais como a dispepsia

funcional, assim como investigar outros terpenos e suas aplicabilidades terapéuticas.

1.2 Os terpendides

Terpenos sdo substancias quimicas encontradas como constituintes de muitos

extratos vegetais. Na natureza, representam uma das maiores e mais diversas classes de
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metabdlitos secundarios, com aproximadamente 55.000 membros isolados até hoje
(MAIMONE; BARAN, 2007). Sao formados pela ciclizacdo enzimética através da conversdo
de moléculas simples, lineares de hidrocarbonetos fosfatados em esqueletos carbociclicos
quirais. Oxidacdo e rearranjos posteriores fornecem em intermindvel nimero de estruturas
quimicas concebiveis. Por isso, ocupam lugar especial na histéria das ciéncias quimicas e, por
consequéncia na medicina, por possuirem um largo espectro de a¢des farmacoldgicas, desde
atividades anti-cancer (LEWIS; HANSON, 1991) a capacidade de interferéncia em canais
ibnicos (ALVES et al.,2010).

Possuem ampla distribuicdo e s@o encontrados, por exemplo, nas plantas
superiores, fungos, organismos marinhos e feromonios de insetos. Sdo também chamados de
terpenos ou isoprendides, pois sua estrutura pode ser dividida em unidades de isoprenos (CsHsg)
(RUZICKA, 1953). Os monoterpendides sdo compostos por duas unidades de isopreno
(C1oH16), 0s sesquiterpendides por trés (CisHz4), 0s diterpendides por quatro (CzoHsz), 0s
triterpendides compostos por seis (CsoHasg) € 0s tetraterpendides, ou carotendides, tém oito
unidades de isopreno (CsHss). Podem também ser classificadas em aciclica (cadeia aberta),
monociclicas (um anel), biciclicas (dois anéis), triciclicos (trés anéis), etc. (ROBBERS, 1997,
p. 93).

Juergens et al. (2003) destaca que monoterpenos, encontrados em varios 6leos
essenciais, sdo amplamente utilizados pelo homem com propriedades secretoras e que a
irritacdo das vias aéreas e a contracdo brénquica provocada pelas misturas naturais de

monoterpenos é um fator limitante para seu uso.

O o-pineno e o0 S-pineno

Pinenos sdo monoterpenos (figura 1) encontrados na composicdo de diversos
6leos essenciais, e isso sugere que eles podem estar relacionados aos efeitos farmacoldgicos
descritos para extratos de varias plantas usadas na medicina popular no tratamento de
afeccdes gastrointestinais: por exemplo, Zingiber roseum Rosc. (PRAKASH et al., 2006),
Plectranthus barbatus Andrews (CAMARA et al., 2003), Hyssopus officinalis L. (LU et al.,
2002) e Ferula gummosa Boiss. (SADRAEI et al., 2001). Todas essas espécies apresentam
acOes farmacologicas sobre o trato gastrintestinal. S&o, preponderantemente, acOes
antiespasmadicas e miorrelaxantes, uma vez que estdo relacionadas a inibicdo das contracdes

induzidas por BaCl,, K*, ACh e CCh em preparagdes intestinais de rato.
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O a-pineno € um dos constituintes mais encontrados em o6leos essenciais de
folhas, frutas, sementes e caules (READ; GUNSTONE, 1958). Dharmagunawardena (2002)

demonstra através de teste cutaneo a atividade alérgica “leve” do a-pineno.

Figural-  Estrutura molecular do a-pineno e do B-pineno.
a) H.C CH, b) H,C CH,
CH, CH,
a-Pineno :
CH B-Pineno
10" 116 C10H16

Representagdo das estruturas moleculares tridimensionais do a-pineno (a) e do p-pineno (b), respectivamente.
Através das duas representacdes é possivel observar a semelhancga entre os dois compostos e sua Unica diferenga,
o local da dupla ligag&o.

O oOleo essencial do Eucalyptus tereticornis possui além do 1,8-cineol,
concentragdes de o-pineno e B-pineno em 7,8 e 7,4 %, respectivamente. Em estudos
realizados com o Oleo Essencial do E. tereticornis (OEET), foi observado um efeito relaxante
na musculatura traqueal de cobaias maior do que o produzido pelo 1,8-cineol isoladamente,
resultado atribuido ao sinergismo entre o 1,8-cineol com outros constituintes do dleo essencial
(COELHO-DE-SOUZA et al., 2005). O 6leo essencial de Plectranthus barbatus (OEPB), na
faixa de concentragédo entre 1 e 300 ug/ml, assim como seus principais constituintes, dentre
eles o a-pineno, na proporgédo e quantidade encontrados no 6leo essencial, promoveram efeito
relaxante e antiespasmodico intestinal, tendo sida atribuida a presenga de a-pineno a

explicagéo para tal atividade farmacoldgica (CAMARA et al., 2003).

Em outro estudo, foi demonstrado que o a-pineno e o -pineno possuem efeito
miorrelaxante em preparagdes de duodeno de rato isolado e efeito pré-cinético sobre o
esvaziamento de liquido no estémago de rato (JUCA, 2007). Essas acbes sdo mediadas por

provavel acdo preferencial sobre o tecido intestinal sem interferéncia direta com o
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comportamento motor gastrico. Sobretudo, suas acdes miorrelaxantes estdo relacionadas a

sua capacidade em interferir com a liberacio de Ca** dos estoques internos.

O 1,8-cineol (Eucaliptol)

O 1,8-cineol (eucaliptol) € um 6xido monoterpénico (C1oH1s0, figura 2), incolor,
com odor semelhante a canfora, sendo constituinte de uma variedade de 6leo essencial, tais
como, 6leo das espécies de Eucaliptus, Croton, Hyptis (Hyptis martuisi), Pectis (Pectis
apodacephala), Melaleuca (Melaleuca alternifélia) (CRAVEIRO et al., 1981; TISSERAND;
BALACS, 1995).

O 1,8-cineol apresentou atividade pro-inflamatoria e pro-nociceptiva local, com
acOes sobre os mastdcitos e a adenosina, em modelo de inducdo de edema de pata de rato
(SANTOS; RAO, 1999). Porém, quando administrado sistemicamente o 1,8-cineol exerceu
efeito antiinflamatério e antinociceptivo, inibindo o edema inflamatério agudo e a
permeabilidade vascular. Neste mesmo estudo os autores ainda apresentaram propriedades,
relacionadas ao 1,8-cineol, como sedativas e anticonvulsivantes, onde era proporcionando
uma potencializagdo do tempo de sono induzido por pentobarbital e preveniu convulsdes em
modelos de epilepsia por pentilenotetrazol. Outras func¢des apresentadas pelo 1,8-cineol, no
estudo de Santos e Rao (1999) foram: fungdo gastroprotetora (reducdo da acidez gastrica e o
aumento do muco gastrico), funcdo antisecretdria e efeito de protecdo contra hepatite toxica.

Juergens et al. (2003) destacaram que a agdo antiinflamatoria do 1,8-cineol ja
havia sido apresentada por Dewhirst em 1980, onde ele ressaltou que a inibicdo da fase da
ciclooxigenase pelo 1,8-cineol teria uma acdo potente de inibicdo no processo inflamatoria.
Mais recentemente Juergens et al. (1998) mostraram que 0 monoterpene 1,8-cineol
apresentava sua supressdao dos metabolicos do acido araquidénio e na producdo de citocinas
em monacitos de humano, semelhante ao apresentado pelos glicocorticoides. Bastos (2009)
concluiu que o 1,8-cineol funciona como substancia miorrelaxante e antiinflamatoria nas vias
aéreas de cobaias por envolvimento, preferencialmente, com eventos eletromecanicanicos
sobre 0s canais para célcio operados por voltagem (VOCCs).

Em outro estudo, desenvolvido por Coelho-de-Souza et al. (2005), foi
demonstrado que o 1,8-cineol, principal constituinte do Eucaliptus tereticornis, provocou
reducdo da resposta contratil traqueal induzida pelo potéassio, de maneira dependente de

concentracdo, além de ter aumentado as contragdes provocadas pela acetilcolina.
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Figura2-  Estrutura molecular do 1,8-cineol.

CH,

CH

H.C 3

3

Representacdo da estrutura molecular tridimensional do monoterpeno 6xido 1,8-cineol (Eucaliptol — C1gH150).

1.3 O musculo liso

Guyton e Hall (2000) definem o masculo liso como musculo involuntério, que se
localiza na parede dos 6rgaos ocos, em que podem apresentar diferencas em varios aspectos,
tais como: dimensdo fisica, organizacdo em feixes ou laminas, resposta aos diferentes tipos de
estimulos, caracteristicas de inervacdo e funcdo. Pelo fato de ser encontrado nas paredes da
maioria das visceras do corpo, ele pode ser denominado de musculo liso visceral. Conforme
descrito pelo assim denominado “pai” da eletrofisiologia das células musculares lisas
viscerais, Professor Emil Bozler, emérito no Departamento de Fisiologia da The Ohio State
University (EUA), o masculo liso possui duas classificagdes principais: o musculo liso
multinunitario e o masculo liso unitario. O mdsculo liso intestinal é classificado como
musculo liso unitario, o que significa que as fibras musculares lisas se contraem juntas, como
uma s6 unidade. Suas membranas celulares estdo aderidas uma nas outras, o que lhes confere
a capacidade de transmitir a forca gerada para a célula vizinha. Possui também juncGes
abertas (gap junctions) entre as membranas celulares, permitindo que os ions fluam com baixa
resisténcia elétrica através dessas aberturas e, com isso, propagem o potencial de acdo que

acarretara na contragdo simultanea das fibras, dando origem ao nome musculo liso sincicial.
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As fibras musculares lisas individuais do trato gastrintestinal (TGI) tém
aproximadamente 500 micrometros de comprimento e 5 a 20 micrometros de didmetro
(HOWARD, 1998).

Mecanismo contrétil no musculo liso

Nos idos anos 1960, descreveu-se a ligacdo do Ca** & troponina, uma proteina
localizada nos filamentos de actina, para regular as contragdes no musculo esquelético. Essa
foi a primeira demonstracdo do papel regulatério do Ca** nas funcdes celulares (EBASHI,
1991). Assim como na musculatura esquelética, o musculo liso possui filamentos de actina e
miosina, sendo destituido, porém, do complexo troponina. Portanto, o controle do processo
contratil difere do musculo esquelético, sendo realizado através da regulacdo da miosina e ndo
da actina, como acontece no musculo esquelético. O musculo liso compartilha de outra
particularidade com o musculo esquelético, ambos dependem do aumento dos fons Ca?*
intracelulares para desencadear a contracao.

Os trés tipos de filamentos que estdo presentes no musculo liso visceral (actina,
miosina e filamentos intermediarios de desmina) encontram-se interdigitados na célula. Na
presenca de estimulo elétrico ou mecénico, ocorre 0 primeiro passo para gerar a contracdo
muscular: a fosforilacdo da cadeia leve da miosina (HANSEN, 2003). O processo contrétil do
musculo liso ocorre na presenca de uma proteina regulatéria denominada calmodulina. Os
ions calcio combinam-se com a calmodulina, que ira, apos formacdo de complexo, ativar a
quinase da cadeia leve da miosina (MLCK, do inglés Myosin Light Chain Kinase), enzima
responsével pela fosforilagdo da cadeia leve da miosina. A ligaco do Ca** com a calmodulina
aumenta a habilidade da actina em ativar a acio Mg®*-ATP4sica da miosina, promovendo a
quebra do ATP ligado a cabeca da miosina. Com a hidrdlise do ATP, o filamento de miosina,
que teve sua conformacdo alterada, se associa a actina e, assim, é capaz de gerar a contracdo
através da efetivacdo de ciclos desses fendbmenos (HOROWITZ et al., 1996; MURPHY,
1998).

No musculo liso, a contracdo é cessada como resultado da remocgdo do estimulo
contratil ou pela acdo direta de uma substancia que estimula a inibicdo do mecanismo
contrétil. O processo de relaxamento requer a diminuicdo da concentracéo intracelular de Ca**
e aumento da atividade de fosfatase da cadeia leve da miosina pela enzima fosfatase miosinica,
que ira remover o fosfato da cadeia leve reguladora (GUYTON; HALL, 2000, p.90). Alguns

mecanismos s&o implicados na remocéo do Ca** citoplasmético e envolvem a recaptacdo do
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Ca’" através da membrana plasmatica e do reticulo sarcoplasmatico, por vias dependentes
da hidrélise de ATP. A Ca?*-Mg**-ATPase reticular, quando fosforilada, liga-se a dois
atomos de Ca®*, os quais sdo, entdo, transportados e liberados para o compartimento luminal
do reticulo sarcoplasmético. Trocadores Na*/Ca®* também estéo localizados na membrana
plasmatica e ajudam na diminuicdo da concentracéo intracelular de Ca®*, sendo acoplados aos
seus niveis intracelulares que regulam sua atividade (WEBB, 2003).

Na descricdo do processo contrétil foi relatada a necessidade dos fons Ca?* livres
no citoplasma para o inicio do processo contratil (BOOTMAN et al., 2001), que pode ocorrer
por mecanismos eletromecanicos e/ou farmacomecanicos.

Como exemplo de fatores que interferem com o influxo do célcio, podemos citar
varios tipos de canais para calcio: (1) os que sdo ativados por despolarizacdo da membrana
(eletromecéanicos), também chamados dependentes de voltagem (VOCC, do inglés Voltage-
Operated Channels); (2) os canais operados por receptores especificos de membrana ou
intracelulares, ativados por fatores farmacomecéanicos, independentes do potencial de acéo
(ROCC, do inglés Receptor-Operated Channels) (CUTHBERT et al., 1994; TANSEY et al.,
1994) e (3) a entrada de calcio capacitativa, também denominada de canal para calcio operado
por estoque (SOCC, do inglés Store-Operated Channels) que foi originalmente proposta por
Casteels e Droogmans (CASTEELS; DROOGMANS, 1981) e posteriormente refinada por
James W. Putney como influxo de célcio regulado por receptor e controlado pelo IP3 (inositol
1,4 5-trisphosphate) € o principal mecanismo de influxo de ions calcio em células nédo
excitaveis e agora vem sendo descrito também em células excitaveis (PUTNEY, 1986;
ROSADO, 2006). Putney imaginava que apés o estimulo do IP3, a concentracdo de calcio do
reticulo se esgotava, liberando um transmissor capaz de abrir 0s canais para célcio operados
por estoque (SOCC) para que ocorresse o influxo de célcio e, desta maneira, o reticulo
poderia estocar novamente o ion. Tais evidéncias ganharam forca quando Putney em 2005
demonstrou a influéncia das moléculas STIM-1 de drosdfilas (do inglés Stromal Interaction
Molecule) sobre esses canais (PUTNEY, 2005, figura 3). (4) Por fim, os canais i0nicos
ativados por segundos mensageiros como lipideos de membrana ou nucleotideos ciclicos
como AMPc e GMPc. Esses canais inibem a entrada de Ca®*, produzindo diminuicio das
concentrag0es intracelulares desse ion. O acimulo de 0xido nitrico e nucleotideos ciclicos s&o
capazes de diminuir a entrada de Ca®* via canais ativados por estoque, assim como o &cido
araquidénico (PAREKH; PUTNEY, 2005).
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Figura3-  Mediacao da abertura dos canais SOC pelas moléculas STIM-1
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Esquema demonstrando que ap6s a diminui¢do da concentracdo de célcio dentro do reticulo sarcoplasmatico
(SR) por sua liberacdo através do IP; (IP3R), o SR é capaz de liberar moléculas STIM-1 que irdo mediar a

abertura dos canais para calcio operados por estoque (SOC). Fonte: Putney, 2005.

Os mecanismos de controle e acdo do ion calcio na célula muscular lisa estdo
resumidos na figura 4.

Figura4 -  Mecanismos de controle e acdo do ion célcio na célula muscular lisa.
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Principais vias de regulacio da entrada de Ca®* para dentro da célula. Canal para célcio operado por voltagem
(VOC), o canal para calcio operado por segundos mensageiros (SMOC), o canal para calcio operado por estoque
(SOC), o canal para calcio operado por receptor (ROC) e o trocador calcio-sddio (NCX). Mecanismo de ativagéo
da proteina G pelo agonista (Ag). Acéo do IP; em seu recetor (IPsR), do receptor Rianodina (RyR) e da bomba
de célcio (SERCA) no reticulo sarcoplasmatico e por fim, o mecanismo contratil (Ca2*-calmodulina — MLCK).
Fonte: Adaptacdo de Rang et al., 2004; Parekh; Putney, 2005.

A contracdo do musculo liso pode ser classificada, essencialmente, em fasica ou
tonica, dependendo das caracteristicas de manutencdo da contracdo. A primeira é aquela em
que a musculatura encontra-se normalmente relaxada e é capaz de desenvolver contracdo nédo
mantida. Os musculos ténicos estdo normalmente contraidos ou sdo capazes de produzir
contragdo sustentada. Essas fases estdo relacionadas aos processos de aumento da
concentracdo de Ca®* intracelular (MITA; WALSH, 1997).

Moura (2004) relata que o célcio, necessario para 0 processo contratil, pode
prover de duas origens, fonte intracelular e fonte extracelular. Cada tecido possui sua
principal fonte de ions célcio, dependendo do estimulo contrétil, das caracteristicas da célula e
do padrdo da resposta contratil (fasica ou tdnica). A resposta fasica € dita rapida e é
geralmente representada como um pico. Essa caracteristica se deve ao fato da célula abrir os
canais para calcio presentes nos estoques internos como o reticulo sarcoplasmatico. Uma vez
liberado, ocorre contracdo sem sustentacdo. A resposta tdnica € conhecida como sendo
associada aos processos que tornam a contracdo sustentavel ao longo da manutencdo do
estimulo. Nessa fase sdo ativados os canais para Ca?* ativados por voltagem (VOCC) e o0s
canais para Ca** operados por receptor (ROCC) que se abrem perdurando, assim, o efeito e
sustentando a contracdo. De maneira geral, o reticulo sarcoplasmatico da célula muscular lisa
é pouco desenvolvido, diferentemente do muasculo esquelético, no que diz respeito ao estoque
de Ca®*. Desta maneira, as células musculares lisas necessitam do Ca** extracelular para

manutencdo de suas funcdes.

Musculo liso do trato digestério

O musculo liso gastrintestinal, que possui a voltagem de potencial de repouso da
membrana variavel (-40 a -80 milivolts), € estimulado por uma atividade elétrica intrinseca
lenta e continua ao longo das fibras musculares pelas células intersticiais de Cajal. Essa
atividade é conhecida como ondas lentas (figura 5), que podem sofrer alteracdes elétricas e
dar origem as ondas em ponta (MAKHLOUF, 1995; MURPHY, 1998).
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Figura5-  Ondas lentas e potenciais em ponta
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Através dessa figura é possivel notar as diferencas nos potencias de membrana e tempo das ondas lentas e dos
potenciais em ponta, reais potenciais de acdo, bem como, estimulos que podem produzir os potenciais em ponta
(despolarizacao) e os estimulos que podem causar a hiperpolarizagéo.

Fonte: Guyton; Hall, 2000.

As ondas lentas ndo sdo potenciais de acdo, séo alteracfes lentas ondulantes no
potencial de acdo, cuja amplitude pode variar entre 5 e 15 milivolts e a freqiiéncia pode
oscilar entre 3 a 12 por minutos em diversos segmentos do trato gastrintestinal, por exemplo:
3 no corpo do estdbmago, 12 no duodeno e 9 no ileo terminal (HANSEN, 2003). Tais ondas,
tidas como marca passo, dependem do canal para célcio voltagem dependente resistente a
dihidropiridina (VOCC _-type) localizadas nas células intersticiais de Cajal (SANDERS et al.,
2004).

O potencial em ponta, o verdadeiro potencial de acdo, origina-se da oscilacéo
positiva do potencial de repouso da membrana muscular lisa gastrintestinal, ficando em
aproximadamente -40 milivolts, quando o potencial de repouso é entre -50 a -60 milivolts.
Quanto maior a elevacdo do potencial das ondas lentas, maior serd a possibilidade do
surgimento de um potencial em ponta (habitualmente 1 a 10 pontas por segundo). O potencial
de acdo no trato gastrintestinal é produzido pela grande entrada de ions calcio, juntamente
com uma pequena entrada de ions sodio pelos canais de calcio-sddio, ao contrario do
potencial de acdo gerado nas fibras nervosas, que ocorrem principalmente pela entrada dos
ions sodio através de canais de sodio (SUZUKI, 2000; SANDERS et al., 2004; LAMMERS;
SLACK, 2001). Tal fato corrobora o que ja vem sendo descrito, ou seja, a necessidade de ions

calcio do meio extracelular para a musculatura lisa. E importante mencionar que esses canais
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calcio-sddio sdo de abertura e fechamento lentos, o que explica a longa duracéo do potencial
de acdo no TGI.

Como dito anteriormente, o potencial de repouso no TGI é varidvel. Essa variacdo
se deve, além das ondas lentas e dos potenciais em ponta, ao estiramento do musculo, a
estimulacéo por acetilcolina, noradrenalina ou outros hormonios e ao estimulo produzido pelo
sistema parassimpatico ou simpéatico (ABDEL-LATIF, 1989).

As ondas lentas sdo responsaveis pela entrada de ions sddio na fibra muscular lisa,
por isso, as ondas lentas por si s6 ndo causam contracdo muscular, visto que a musculatura
lisa necessita do calcio extracelular para a realizagdo da contragdo muscular. E no potencial
em ponta, gerado no pico das ondas lentas, que h& grande entrada de ions célcio e, portanto,
ocorre a maior parte da contracdo (GUYTON; HALL, 2000, p.719).

O sistema nervoso entérico

O sistema nervoso entérico, constituido por dois plexos, o plexo mioentérico
(Auerbach) e o plexo submucoso (Meissner) comeca no esdfago e vai até o anus. E
constituido com cerca de 500 milhGes de neurdnios, quase a mesma totalidade da medula
espinhal, o que nos atém a imaginar a importancia desse sistema para o controle da funcéao
gastrintestinal.

O plexo mioentérico, localizado entre a camada muscular longitudinal e circular, é
responsavel, principalmente, pelo controle da motilidade gastrintestinal, ja o plexo submucoso,
localizado na camada submucosa, controla a secre¢do e o fluxo sanguineo local. Os sistemas
parassimpatico e simpéatico podem interagir com o sistema nervoso entérico, ativando ou
inibindo suas funcdes (GRUNDY, 2006; PARAN, 2006; RUHL, 2005).

Os neurbnios entéricos podem secretar mais de dez neurotransmissores, tanto
excitatorios quanto inibitdrios, entre eles, destacamos a acetilcolina, que exerce atividade
excitatdria gastrintestinal e a noradrenalina, quase sempre inibidora da atividade
gastrintestinal (GRUNDY, 2006; SCHEMANN, 2005).
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2. JUSTIFICATIVA

O tratamento farmacoldgico atual de alteracdes gastrintestinais como a dispepsia
funcional dos tipos ‘inespecifica” e do tipo “dismotilidade” compreende o uso empirico de
agentes pro-cinéticos. O uso racional de drogas pro-cinéticas, como a metoclopramida, a
cisaprida, a bromoprida e a domperidona é fundamentado pelo conceito de que pacientes com
dispepsia funcional podem apresentar diminuicdo anormal da contratilidade antral e retarde do
esvaziamento gastrico. E grande o interesse no desenvolvimento de novas drogas com
capacidade potencial de interferir nos mecanismos etiologicos dessas manifestacGes
gastrintestinais.

Em estudo anterior, discutimos os efeitos de dois constituintes do 6leo essencial
de E. tereticornis, o a-pineno e o B-pineno no comportamento contratil da musculatura lisa do
trato gastrintestinal (JUCA, 2007). Concluimos que o o-pineno e o [B-pineno possuem
atividade miorrelaxante em preparacOes de tiras de duodeno de rato in vitro, assim como
aceleram o esvaziamento gastrico de liquidos em ratos. Diante de tais achados sugerimos a
avaliacdo e comparacdo dos efeitos do 6leo essencial do E. tereticornis e de seus constituintes,

0 1,8-cineol, 0 a-pineno e o B-pineno, no trato gastrintestinal.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos farmacoldgicos do OEET, do 1,8-cineol, do a-pineno e do f-

pineno no trato gastrintestinal de ratos.

3.2 Objetivos especificos

Determinar o efeito do OEET e do 1,8-cineol sobre o tonus basal da musculatura
lisa intestinal de rato;

Esclarecer os possiveis mecanismos de acdo do OEET, do 1,8-cineol, do a-pineno
e do B-pineno sobre a contratilidade do musculo liso gastrintestinal;

Verificar a repercussoes cinéticas do OEET, do 1,8-cineol, do a- ¢ do B-pineno no

trato gastrintestinal.



32

4. METODOLOGIA

4.1 Materiais e métodos

4.1.1 Aspectos Eticos

O trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Animais da
Universidade Federal do Ceara sob o numero de protocolo: 13/06, tendo sido julgado e
considerado aprovado. A manipulacdo dos animais antes e durante 0s experimentos obedeceu
as normas de manipulacdo de animais de laboratério preconizadas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA).

4.1.2 Animais

Para a realizagio deste estudo foram utilizados ratos Wistar machos, pesando
entre 200 a 250 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara (UFC)
e mantidos no Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de
Medicina-UFC, alojados em gaiolas com agua e racdo ad libitum e aclimatados com ciclos
naturais dia/noite de 12/12h.

4.1.3 Solucgbes e drogas

O 1,8-cineol, o a-pineno e o B-pineno, purificados e isolados, foram adquiridos da
empresa Sigma® Chemical. O 06leo essencial do E. tereticornis (OEET) foi gentilmente
cedido, analisado e classificado pelo Professor Francisco José de Abreu Matos (in memoriam).
As solucBes de OEET, 1,8-cineol, a-pineno e B-pineno foram preparadas imediatamente antes
de seu uso no experimento. Para alguns experimentos foi necessaria a utilizacdo do solvente
(Tween 80), ndo ultrapassando a concentracdo final de 0,2 % dentro da camara de perfusao.

Solugdes sem fons calcio (Ca®*) foram preparadas pela simples omiss&o do cloreto
de célcio (CaCl,). As solugdes de ACh (acetilcolina), verapamil, EGTA (B-amino-etil-éter-
N,N,N’,N’-tetracético) e outras substancias foram preparadas pela diluicdo da substancia pura
em agua destilada (H,O) ou seu respectivo diluente (Ex.: EGTA diluido em &gua destilada e
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NaOH) e armazenadas em freezer em concentragfes 100 a 1000 vezes maiores que aquelas
usadas na camara durante os experimentos. As solucdes utilizadas foram preparadas frescas e

agitadas em aparelho Vortex imediatamente antes do uso.

4.1.4 Metodologia da contratilidade in vitro

Apbs o periodo de equilibrio (aproximadamente 30 minutos, tempo destinado para
a adaptacdo da preparacdo as novas condi¢cdes), os tecidos foram expostos a solugdes
despolarizantes com 60 mM de potassio (K*) até que fossem obtidas duas respostas de mesma
amplitude (este periodo foi de aproximadamente 30 a 60 minutos além do tempo necessario
para o0 equilibrio da preparacdo), para avaliar a viabilidade do tecido no inicio dos
experimentos.

A maior parte dos resultados apresentados esta expressa como percentual da
média destas duas Ultimas contracdes. As curvas concentracdo-efeito para determinar o efeito
do OEET, 1,8-cineol, a-pineno ¢ B-pineno foram obtidas pela exposi¢do da preparacdo a
concentracdes crescentes, de forma cumulativa no banho (VAN ROSSUM; VAN DEN
BRING, 1963), respeitando o tempo de 5 minutos para cada concentracao.

Para os experimentos in vitro, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical, imediatamente antes do inicio dos protocolos experimentais para obtencdo dos
tecidos. Apoés laparotomia, o estbmago ou duodeno foram cuidadosamente removidos e
transferidos para uma placa de Petri contendo solucdo nutridora de Tyrode normal modificado.
A solugdo fisiologica de Tyrode normal modificado tinha a seguinte constituicdo (em
mmol/L): NaCl 136, KCI 5, MgCl, 0,98, CaCl, 2, NaH,PO, 0,36, NaHCO3 11,9 e glicose 5,5.
Os tecidos adjacentes foram cuidadosamente extraidos. O duodeno foi cortado
transversalmente em anéis de aproximadamente 0,5 cm. O estémago foi aberto pela grande
curvatura e foi cortado na regido do fundo para a obtencao de tiras de aproximadamente 1 cm.
Os tecidos assim manipulados foram montados em camaras para 6rgao isolado contendo 5
mL de solucéo fisiolégica de Tyrode, pH 7,4, mantida aquecida a 37°C com bomba de
circulacdo Haake (Modelo FJ, Alemanha). A solucdo de Tyrode foi aerada continuamente
com ar atmosférico. Os tecidos foram atados a um ponto fixo na camara e a uma unidade
transdutora de forca (Grass, modelo FTO3C, Quincy, Mass., EUA) apropriada para registro
isométrico das contracdes. A tensdo basal aplicada ao tecido foi de 1 g. Os sinais gerados pelo
transdutor de forca foram condicionados e registrados em um sistema de aquisigdo

computadorizado (Dataq, PM-1000, WCE, USA, vide esquema simplificado na figura 6).
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Figura6-  Esquema simplificado dos equipamentos utilizados nos experimentos de
contratilidade in vitro.
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Na figura podemos visualizar os seguintes equipamentos: 1) Transdutor de forca Grass FT03C. 2) Bomba de
oxigenacdo. 3) Amplificador DATAQ PM-1000. 4) Sistema Windaq DI-200. 5) Banho de circulacdo Haake FJ.
6) Cuba 5 mL. 7) Haste Fixa. 8) Coletor. Fonte: Juca, 2007.

4.1.5 Metodologia do esvaziamento gastrico
A determinacdo da retengdo fracional no trato gastrintestinal foi feita mediante

uma modificagdo da técnica de diluicdo de corante, originalmente descrita por Reynell e

Spray (1956). Conforme representado na figura 7, o OEET, o 1,8-cineol, 0 a-pineno e o f-
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pineno foram administrados por via oral (v.0.) e apds 20 minutos foi feita a gavagem com

solugéo marcadora (Glicose 5%, Vermelho Fenol 0,75 mg/mL de H,0). Decorrido os tempos
de 10, 20 e 30 minutos da gavagem os animais foram sacrificados por deslocamento cervical,
o piloro e a regido da cardia foram pingados e o trato gastrintestinal estendido rapidamente em
uma prancha e dividido em 4 segmentos: estdmago, intestino delgado proximal (40% iniciais),
intestino delgado medial (30% intermediarios) e intestino delgado distal (30% finais). O
estdmago e 0s segmentos intestinais foram, entdo, postos em uma proveta contendo solucéo
de NaOH (100 mL, 0,1N) e, desta maneira, determinado o volume das visceras. Em seguida o
contetdo da proveta foi despejado em um béquer e homogeneizado por 30 segundos. Uma
amostra de 10 mL desse homogenato foi centrifugada por 10 minutos (2800 rpm). Em seguida
foi retirado 5 mL do conteudo e adicionado ao acido tricloroacético (20% peso/vol) para
novamente ser submetido a centrifugacdo (20 minutos em 2800 rpm) e precipitar as proteinas.
Depois desse processo, 3 mL do sobrenadante foi adicionado a 4 mL de NaOH (0,5N) para
determinacéo da absorbancia por espectrofotometria sob um comprimento de onda de 560 nm.
Os dados foram analisados através da determinacdo da quantidade de vermelho fenol em cada
segmento (quantidade x volume) e a posteriori relacionado ao percentual da retencdo de
vermelho fenol de cada segmento pelo total de vermelho fenol em todos os segmentos

multiplicado por 100.
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Figura7-  Esquema simplificado da metodologia dos experimentos de retencdo
fracional de corante.

Homogenato

Sacrificio pos-prandial
(10'apds a gavagem)

10 ml homogenato 10 min

T

Gavagem 20’ (vermelho
fenol glicosada a 5%)

5 ml sobrenadante l 20 mi
o +500 pl de TCA min

OEET, 1,8-cineol, a- 3 ml sobrenadante
pineno ou -pineno +4ml NaOH 0,5N
(1, 100 e 300 mg/kg) v.o.

A

Os animais foram alimentados com OEET, 1,8-cineol, a-pineno ou B-pineno por via oral. Apos 20 min. foi feita
a gavagem com refeicdo teste (vermelho fenol glicosada a 5%). Sacrificio pos-prandial (10 min. ap6s a
gavagem). Preparacdo do homogenato em 100 mL de NaOH 0,1N. Retirada de 10 mL do homogenato para
centrifugacdo por 10 min. Retirada de 5 mL do sobrenadante adicionado a 500 puL de TCA para centrifugacéo
por 20 min. Retirada de 3 mL do sobrenadante adicionado a 4 mL de NaOH 0,5N para leitura no
espectrofotdmetro. Legenda complementar: E (estdmago), IP (intestino proximal, IM (intestino medial) e ID
(intestino distal).
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4.1.6 Metodologia do transito intestinal

Os animais foram submetidos a jejum de 24 h, com livre acesso ao soro de
reidratacdo, quando entdo foram anestesiados com tribromo-etanol (0,1 mL/100g - 20%, i.p.).
Em seguida, foram submetidos a laparotomia mediana e o estbmago exposto. Mediante fistula
no fundo géstrico, uma canula de polietileno foi inserida no estbmago e sua extremidade distal
posicionada na primeira porcao do duodeno (1cm distal ao esfincter pilérico). A seguir, a
canula foi fixada com uma ligacdo em forma de bolsa de tabaqueira no fundo gastrico e a
extremidade livre (devidamente ocluida com um mandril) levada com o auxilio de um trocater
via subcutaneo para a regido inter-escapular onde, apds transfixacdo na pele, foi fixada através
de uma sutura. Os animais foram entdo mantidos por 2 dias em gaiolas individuais com livre
acesso a racdo triturada e soro de reidratacdo até 2 h antes do experimento.

O a-pineno e o B-pineno foram administrados diretamente no duodeno através da
canula de polietileno e ap6s 20 minutos foi feita a administracdo com solugdo marcadora
(Glicose 5%, Vermelho Fenol 0,75 mg/mL de H,0). Decorrido o tempo de 10 minutos da
administracdo do marcador, os animais foram sacrificados por aprofundamento anestésico
com pentobarbital. As etapas seguintes sdo similares ao estudo do esvaziamento gastrico,
diferindo na quantidade de divisGes do intestino delgado, agora em cinco partes iguais (ver
figura 8) (SALLAM et al., 2007).
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Figura8-  Esquema simplificado da metodologia dos experimentos de transito
intestinal.
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4.1.7 Metodologia da complacéncia géastrica

Os animais foram submetidos a jejum de 24 h, com livre acesso ao soro de
reidratacdo até 2 h antes do experimento. Apos a anestesia com uretana (1,2 g/kg, i.p.) 0s
animais foram submetidos a traqueostomia com a inser¢do de uma cénula para facilitar a
ventilagcdo espontanea. Em seguida, foi introduzido na veia jugular esquerda e na artéria
carotida direita canulas de polietileno (PE 50) preenchidas com solucdo salina (0,9%) e
heparina (500 U/mL). A veia é reservada para administracdo de drogas ou veiculo e
monitoracdo da pressdo venosa central, enquanto a artéria é utilizada para monitoracdo da
pressdo arterial. Para o estudo da complacéncia gastrica foi utilizado o método de
pletismometria, descrito e validado por Graga et al. (2000, figura 9). Inicialmente foi
introduzido per os e com o auxilio de guia metalico um cateter de polietileno (DE=2,0mm;
DI=1,5mm) contendo na extremidade um baldo de latex (volume méximo ~ 4 mL),
cuidadosamente posicionado no estdmago proximal. A extremidade livre do cateter foi
conectada a base de um reservatorio em “U” (DI=2,5cm, capacidade maxima de 30 mL).
Mediante um sistema de tripla entrada, foi preenchido o reservatorio, a sonda gastrica e o
baldo de latex com uma solugcdo padrdo (45 mg% de NaCl e 0,3 mL% de
polietilenoglicol/imbebiente BBC Ornano®, pré-aquecida a 37°C), configurando um sistema
de vasos comunicantes. Assim sendo, as variacdes no tonus do estdbmago capazes de alterar o
volume do baldo gastrico ao serem transmitidas ao reservatorio sdo detectadas continuamente
pelo sensor eletronico de volume e indicadas no visor do pletismémetro (Ugo Basile 7140).
Exceto quando indicado, o estbmago foi distendido com 4 cmH,O de pressdo, mediante a
elevacdo, logo no inicio dos experimentos, do nivel liquido do reservatorio até 4cm acima do
apéndice xifoide. As variagdes na complacéncia gastrica foram monitoradas continuamente e

anotadas a cada 30s, expressas em mL.
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Figura9-  Esquema simplificado da metodologia da complacéncia gastrica
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Desenho esquematico do sistema empregado para estudar a complacéncia gastrica registrada mediante

pletismometria em ratos anestesiados.

4.2 Protocolos experimentais in vitro.

4.2.1 Efeito do OEET, 1,8-cineol, a-pineno e B-pineno no ténus basal de duodeno e fundo

gastrico isolado de rato

Ap0s equilibrio da preparacdo, o OEET (1 — 600 pg/mL), 1,8-cineol (0,1 — 462
pg/mL), a-pineno e B-pineno (0,1 — 408 pg/mL) foram adicionados de forma crescente a
solucdo fisioldgica de Tyrode normal na cdmara de banho, para avaliacdo de seus efeitos
sobre o ténus basal do duodeno isolado de rato. O tempo de 5 minutos para cada concentracao
foi rigorosamente obedecido. A linha de base obtida ao final de cada periodo de exposicao,
subtraida daquela obtida ainda nas suas auséncias, foi considerada como a alteragdo do ténus
basal. Apos a realizacdo da curva concentragdo-efeito o tecido foi lavado com Tyrode normal
e exposto a trés contra¢Bes induzidas por KCI 60 mM (nos tempos de 5, 10 e 15 minutos)
como forma de verificar a integridade do tecido. Durante o periodo de lavagem da preparacéo

foi observado o retorno do tonus ao nivel anterior obtido no periodo controle. (Figura 10)
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Figura 10 - Efeito relaxante do B-pineno sobre o ténus basal de duodeno de rato.
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Tragado do experimento com B-pineno, demonstrando seu efeito relaxante sobre o ténus basal de duodeno
isolado de rato. O B-pineno (0,1 — 408 pg/mL) foi cumulativamente adicionado nas concentra¢des indicadas e
nos momentos mostrados através dos tridngulos (V). No inicio do experimento foi evocada uma contragcdo com
K+ 60 mM (K60), que foi usada como referencial para expressar a alteracdo do ténus. O momento da aplicacéo
da solucéo de K+ é indicado na figura pelo simbolo (A). Ao final do experimento, note a recuperacao parcial da
resposta contrtil induzida por K+ e do tonus basal com 5, 10 e 15 minutos apds a retirada do B-pineno da
solucéo de banho.

4.2.2 Efeito do a-pineno e do B-pineno na contracdo do duodeno e do fundo gastrico isolado

de rato induzida por ACh

A exposicdo prévia da preparacdo a uma dada concentracdo de a-pineno ou B-
pineno (1,3 — 408 pg/mL) foi usada para avaliar os efeitos dessas substancias sobre as
contragOes induzidas por concentragdo submaximal de acetilcolina (ACh, 3 uM) em tiras de
dudodeno e fundo gastrico isoladas. Ap6s o equilibrio do tecido configurado pela
estabilizacdo das respostas contrateis iniciais, a resposta subseqguiente induzida pelo agente
contraturante ACh na auséncia de a-pineno ou B-pineno foram consideradas como controle

para comparacdo das demais obtidas na presenca dos monoterpenos. (Figura 11)

Figura 11 - Efeito inibitorio do B-pineno sobre a contragdo evocada por ACh em
duodeno isolado de rato.

B-pineno [ug/mL]

40,8 81,7

1,3 4,1 13,6
0,59
2,5 min

ACh 3uM
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Tragado usado para demonstrar o efeito inibitorio do p-pineno (1,3 — 408 pg/mL) na contracdo induzida por ACh
3 uM. O simbolo () indica o0 momento da aplicagdo da solugdo despolarizante durante o experimento. A
primeira contracdo induzida por ACh foi obtida ainda na auséncia do B-pineno e sua amplitude foi considerada
como contragéo controle. O momento e as concentragdes do B-pineno estdo indicados pelo simbolo (V) e pelos
valores indicados na figura (em uM). Apds cada contracdo induzida por ACh, a preparacdo foi lavada por um
periodo de aproximadamente 10 min para adicionar nova concentragdo de B-pineno. As etapas de lavagens ndo
foram registradas para que o tragado fosse mostrado de forma a facilitar a visualizacéo dos efeitos.

4.2.3 Efeito do OEET, 1,8-cineol, a-pineno ¢ B-pineno na contra¢do do duodeno isolado de

rato induzida por Ca®* adicionado a meio sem Ca** e com EGTA e exposto ao KCl

Para a realizacdo desse protocolo, no inicio do experimento, o tecido foi
estimulado de maneira semelhante aos protocolos ja descritos anteriormente, até que duas
contracdes induzidas por KCI 60mM apresentassem a mesma amplitude. Em seguida, foram
feitas quatro lavagens do tecido com solucdo de Tyrode sem Ca®* & qual foi adicionado o
agente quelante de Ca®* EGTA (sigla em inglés de ethylene glycol tetraacetic acid, 200 uM),
permanecendo assim por cinco minutos. Ainda na presenca de soluc&o sem Ca** e com EGTA,
o tecido foi estimulado por KCI 60mM e, esperada a estabilizacdo do mesmo, o CaCl, (0,1, 1
e 2mM) foi adicionado. Esse mesmo procedimento foi realizado em tecidos pré-tratados com
0 OEET (100 e 300 pg/mL), 1,8-cineol (308 ug/mL), a-pineno ou B-pineno (136 pug/mL) por
5 min. (Figura 12)

Figura12- Efeito do a-pineno sobre a contragdo induzida pela adicdo de Ca®* em
preparacdes mantidas em Tyrode sem Ca?* e com EGTA na presenca de KCI.

Tyrode @ Ca®" + EGTA 0,2 mM 025 g
CaCl, (mM)

Tyrode @ Ca®" + EGTA 0,2 mM + a-pineno 136 pg/mL

cacCl, (mM)
A
2
A w
A A 1 A A 4 %
K60 0,1 K60 0,1 1

Tracado que demonstra a contracdo induzida pela adicdo de Ca®* (0,1, 1 e 2 mM) em preparacdes estimuladas
com K* (60 mM) e mantidas em Tyrode sem Ca®* (@ Ca*") com EGTA 0,2 mM na auséncia (tracado & esquerda)
e na presencga do a-pineno (136 pg/mL, tracado a direita). O simbolo (A) indica 0 momento da aplicacéo da
solucéo potéssica durante o experimento e a preparacao foi assim mantida durante a adigdo de Ca®*. O momento
e as concentragdes do Ca”" estdo indicados pelo simbolo (A) e pelos valores indicados na figura (em mM).
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4.2.4 Efeito do OEET, a-pineno e B-pineno na contracdo do duodeno isolado de rato induzida

por Ca** adicionado a meio sem Ca®* e com EGTA e exposto & ACh.

Para a realizacdo desse protocolo, no inicio do experimento, o tecido foi
estimulado de maneira semelhante aos protocolos ja descritos anteriormente, até que duas
contragdes induzidas por KCI 60mM apresentassem a mesma amplitude. Em seguida, foram
feitas quatro lavagens do tecido com solucdo de Tyrode sem Ca®* & qual foi adicionado o
agente quelante de Ca?* EGTA (200 pM), permanecendo assim por cinco minutos. Ainda na
presenca de solugdo sem Ca”* e com EGTA, o tecido foi estimulado por ACh 3 uM e,
esperada a estabilizacdo do mesmo, o CaCl, (0,1, 1 e 2mM) foi adicionado. Esse mesmo
procedimento foi realizado em tecidos pré-tratados com o OEET (100 e 300 pug/mL), a-pineno

ou B-pineno (136 pg/mL) por 5 min. (Figura 13)

Figura 13- Efeito do a-pineno sobre a contracdo induzida pela adicdo de Ca?* em
preparacdes mantidas em Tyrode sem Ca®* e com EGTA na presenca de ACh.

Tyrode @ Ca®* + EGTA 0,2 mM
CaCl, (mM) 0,259

1 min

Tyrode @ Ca®* + EGTA 0,2 mM + a-pineno 136 pg/mL
CaCl, (mM)

s e

4 o1 £ ' 0.1 1
ACh 3uM '

N[>

ACh 3 uM

Tracado que demonstra a contracdo induzida pela adicdo de Ca®* (0,1, 1 e 2 mM) em preparacdes estimuladas
com ACh (3 uM) e mantidas em Tyrode sem Ca®* (@ Ca®*) com EGTA 0,2 mM na auséncia (tracado & esquerda)
e na presenca do a-pineno (136 pg/mL, tracado a direita). O simbolo (t) indica 0 momento da aplicacdo da
solucdo colinérgica durante o experimento e a preparacdo foi assim mantida durante a adicdo de Ca*. O
momento e as concentracdes do Ca®" estdo indicados pelo simbolo (A) e pelos valores indicados na figura (em
mM).
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4.2.5 Efeito do 1,8-cineol, a-pineno e B-pineno na contragcdo do duodeno isolado de rato

induzida por ACh na presenca de verapamil em Tyrode normal.

Apoés estabilizacdo das respostas contrateis induzidas por KCI 60 mM em Tyrode
normal, o verapamil (3 uM), um bloqueador do canal para calcio voltagem dependente, foi
adicionado a cuba e, passados 5 minutos, o tecido foi estimulado com uma concentracéo
supramaximal de ACh (60 uM). A concentracdo usada do verapamil foi suficiente para
impedir a contragdo induzida por 60 mM de K*. Apos sucessivas lavagens do tecido com
Tyrode normal, foram administrados 1,8-cineol (154, 308 e 462 pg/mL), a-pineno ou f-
pineno (136 e 408 pug/mL) novamente na presenca de verapamil (3 pM) para, em seguida, 0
tecido ser novamente estimulado com ACh (60 uM). Apds repetidas lavagens, foi realizada
uma nova contracdo com ACh (60 uM), na presenca de verapamil (3 uM) para certificar a
recuperacdo da resposta contratil colinérgica apds a retirada do 1,8-cineol, a-pineno ou f-
pineno. A primeira contracdo obtida na auséncia do 1,8-cineol, a-pineno ou B-pineno foi

considerada como a contracdo controle. (Figura 14)

Figura 14 - Efeito do B-pineno na contracdo do duodeno isolado de rato induzida por
ACh na presenga de verapamil em Tyrode normal.
0,25¢

1 min

Verapamil 3 uM

Verapamil 3 uM + B-pineno (136 pg/mL)
A T
AChTSO M T 1
K ACh 60 uM ACh 60 uM

Tragado do experimento com duodeno isolado de rato estimulado inicialmente com K* (60 mM, A). Apds
lavagem da preparacdo com Tyrode normal, o tecido foi estimulado com ACh 60uM. Nota-se um pico inicial,
fasico, seguido de pequeno decaimento até atingir valor estaciondrio caracteristico de fase tonica da contracéo.
Apos exposi¢do do tecido ao verapamil (3 uM) nota-se reducgdo da fase fasica da contracéo induzida por ACh e
manutencdo da segunda fase da contracdo. A repeticdo do protocolo na presenca de B-pineno (1 mM)
demonstrou reducdo da amplitude dessa contragéo.
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4.2.6 Efeito do a-pineno e do B-pineno no toénus basal de fundo géstrico isolado de rato na
presenca de ciproheptadina.

A exposicdo prévia da preparacdo a uma dada concentracdo de a-pineno ou -
pineno (136 ug/mL) na auséncia e na presenca de ciproheptadina (1 uM), um bloqueador
serotoninérgico, foi usada para avaliar os efeitos dessas substancias sobre as contracOes
induzidas por concentracdo submaximal de K* (60 mM). Ap6s o equilibrio do tecido
configurado pela estabilizacdo das respostas contrateis iniciais, a resposta subsequente
induzida pelo agente contraturante K* na presenga de a-pineno ou B-pineno e na auséncia de
ciproheptadina foi considerada como controle para comparacdo das demais obtidas na

presenca da ciproheptadina. (Figura 15)

Figural5- Efeito do p-pineno no tdnus basal de fundo gastrico isolado de rato na
presenca de ciproheptadina.

0,159L

2 min

Ciproheptadina (1 uM)
+ B-pineno (1 mM)

M

AK 60 A K60 A K60

B-pineno (1 mM)
v

Tracado usado para demonstrar o efeito inibitorio do B-pineno (1 mM) na contracéo induzida por KCI 60 mM na
presenca de ciproheptadina (1 uM). O simbolo (A) indica 0 momento da aplicagdo da solugdo despolarizante
durante o experimento. A contragdo induzida por K* obtida na presengca do PB-pineno e na auséncia da
ciproheptadina foi considerada como contracéo controle. O momento da adi¢do do B-pineno esté indicado pelo
simbolo (V).
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4.2.7. Efeito do a-pineno e do B-pineno no tonus basal de fundo gastrico isolado de rato na
presenca de atropina.

Apbs equilibrio da preparacdo, o a-pineno ou B-pineno (0,1 — 408 pg/mL) foram
adicionados de forma crescente a solucdo fisiologica de Tyrode normal na presenca de
atropina (1 uM), um antagonista muscarinico, na camara de banho, para avaliacdo de seus
efeitos sobre o tdnus basal do fundo géstrico isolado de rato. O tempo de 5 minutos para cada
concentracgéo foi rigorosamente obedecido. (Figura 16)

Figura 16 - Efeito do a-pineno no ténus basal de fundo géstrico isolado de rato na
presenca de atropina.

Atropina [1 uM] + a-pineno [pg/mL]

01 04 1,3 4,1 13,6 40,8 81,7 136 408
v \ v \ v Y \ v v

A A

Tragado do experimento com a-pineno, demonstrando seu efeito sobre o tonus basal de fundo géstrico isolado de
rato na presenga de atropina (1 pM). O a-pineno (0,1 — 408 pg/mL) foi cumulativamente adicionado nas
concentragdes indicadas e nos momentos mostrados através dos triangulos (V). No inicio do experimento foram
evocadas contraces com K+ 60 mM (K60), que foi usada como referencial para expressar a alteracdo do ténus.
O momento da aplicagdo da solugdo de K+ é indicado na figura pelo simbolo (A).
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4.2.8 Efeito do a-pineno e do B-pineno no toénus basal de fundo géstrico isolado de rato na
presenca de hexametdnio

Ap0s equilibrio da preparagdo, o a-pineno ou B-pineno (0,1 — 408 pg/mL) foram
adicionados de forma crescente a solucdo fisiologica de Tyrode normal na presenca de
hexameténio (1 uM), um bloqueador ganglionar, na camara de banho, para avaliacdo de seus
efeitos sobre o tdnus basal do fundo gastrico isolado de rato. O tempo de 5 minutos para cada
concentracgéo foi rigorosamente obedecido. (Figura 17)

Figura 17 - Efeito do a-pineno no ténus basal de fundo géstrico isolado de rato na
presenca de hexametonio.

Hexameténio [10 uM] + a-pineno [ug/mL]

01 04 1,3 4,1 136 408 81,7 136 408
v

4 \ v \ v Y 4 v
A A

Tragado do experimento com a-pineno, demonstrando seu efeito sobre o tonus basal de fundo gastrico isolado de
rato na presenca de hexameténio (10 uM). O a-pineno (0,1 — 408 pg/mL) foi cumulativamente adicionado nas
concentragdes indicadas e nos momentos mostrados através dos triangulos (V). No inicio do experimento foram
evocadas contracfes com K+ 60 mM (K60), que foi usada como referencial para expressar a alteracdo do tonus.
O momento da aplicagdo da solugdo de K+ é indicado na figura pelo simbolo (A).
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4.2.9 Efeito do a-pineno e do B-pineno no toénus basal de fundo géstrico isolado de rato na
presenca de U73122

Apbs equilibrio da preparagao, o a-pineno ou B-pineno (13,6 — 408 pg/mL) foram
adicionados de forma crescente a solucdo fisioldgica de Tyrode normal na presenca de
U73122 (10 uM), um inibidor da fosfolipase C, na camara de banho, para avaliacdo de seus
efeitos sobre o tdnus basal do fundo gastrico isolado de rato. O tempo de 5 minutos para cada
concentracgéo foi rigorosamente obedecido. (Figura 18)

Figura 18 - Efeito do a-pineno no ténus basal de fundo géstrico isolado de rato na
presenca de U73122.

U73122 [10 uM] + a-pineno [ug/mL]

13,6 40,8 136 408
v v v v

Tragado do experimento com a-pineno, demonstrando seu efeito sobre o tonus basal de fundo gastrico isolado de
rato na presenca de U73122 (10 uM). O a-pineno (13,6 — 408 pg/mL) foi cumulativamente adicionado nas
concentragdes indicadas e nos momentos mostrados atraves dos tridngulos (V). No inicio do experimento foram
evocadas contra¢fes com K+ 60 mM (K60), que foi usada como referencial para expressar a alteracdo do ténus.
O momento da aplicagdo da solucdo de K+ € indicado na figura pelo simbolo (A).
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4.3 Andlise Estatistica

As respostas experimentalmente observadas foram consideradas atraves das
deflexdes dos tracados originais obtidos pelo sistema de aquisi¢cdo de dados e analisadas
conforme cada situacdo apropriada. Elas foram expressas em valores percentuais relativas as
respostas obtidas em periodos ou experimentos controle, conforme o tratamento especificado
para cada protocolo experimental. A maior parte dos valores esta considerada pelas médias
aritméticas * erro padrao da média (E.P.M.), com a representacdo do numero de observacdes
experimentais (n). Alguns pardmetros, como os valores de concentracéo inibitoria ou efetiva
medianas (Clsp ou CEsp, respectivamente) calculados por interpolagdo semi-logaritmica,
foram expressos com a média geométrica seguida do intervalo de confianca 95%. A
significancia estatistica foi considerada quando a probabilidade de ocorréncia da hipotese de
nulidade foi menor que 5 % (p < 0,05). A comparagéo entre os valores obtidos foi realizada
por meio de analise de variancia (ANOVA) seguida de um teste de maltipla comparacéo,
conforme apropriado, indicados na secdo de resultados. A comparacdo entre dois grupos foi
feita pelo teste t de Student pareado ou ndo pareado, conforme a necessidade. Os testes foram
aplicados com a utilizacdo do programa SigmaStat (Systat Software Inc, USA). Os gréficos
aqui mostrados foram confeccionados com o programa SigmaPlot (Systat Software Inc, USA).
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5. RESULTADOS

5.1 Efeito do OEET, 1,8-cineol, a-pineno e B-pineno no tonus basal de duodeno e fundo

gastrico isolado de rato

A administracdo do OEET e do 1,8-cineol demonstraram efeito inibitdrio
concentracdo dependente (p < 0,05) no tonus basal de tiras isoladas de duodeno e fundo
gastrico (figura 19, painel a e b).

O a-pineno e o B-pineno tiveram efeito relaxante (p < 0,05) em tiras isoladas de
duodeno, entretanto, em tiras isoladas de fundo gastrico, o a-pineno e o B-pineno aumentaram
(p < 0,05) o tonus basal para 50,9 + 9,3% (n=6) e 51,2 + 9,4% (n=6), respectivamente (figura
19, painel c e d; valores sdo % da contracédo de referéncia: KCI 60 mM; 0,45 + 0,01 g; n=12).
Os efeitos induzidos pelo a-pineno e B-pineno em tiras gastricas sdo claramente opostos as

suas acdes miorrelaxantes e antiespasmaodicas em preparacdes duodenais.
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Figura19 - Efeito relaxante do OEET, 1,8-cineol, a-pineno e do f-pineno sobre o
ténus basal de duodeno e fundo géastrico isolados de rato.
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Efeitos do OEET, 1,8-cineol, a-pineno e B-pineno em tiras isoladas de fundo gastrico (@) e duodeno (A) de
ratos. O tratamento do tecido com OEET (1 — 1000 pg/mL, painel a) ou 1,8-cineol (0,1 — 462 pg/mL, painel b)
relaxou o tbnus basal de tiras de fundo gastrico e duodeno. O tratamento com a-pineno (painel ¢) ou B-pineno (4
— 408 pug/mL, painel d) relaxou o tdnus basal de duodeno de rato isolado, enquanto aumentou o tnus basal de
tiras de fundo gastrico. AlteracGes no tonus basal sio expressos como % da contracdo controle inicial com K* 60
mM (n=6 por grupo). * p < 0,05, ANOVA e teste Holm-Sidak, comparado com valores controle na auséncia do
OEET, 1,8-cineol, a-pineno ou B-pineno conforme apropriado.
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5.2 Efeito do a-pineno e do B-pineno na contracdo do duodeno e do fundo gastrico
isolado de rato induzida por ACh

Adicionados a solucdo de banho por um periodo prévio de 5 minutos, a-pineno ou
B-pineno (4 — 408 pg/mL) inibiram, de maneira dependente de concentragdo (p < 0,05), as
contragbes submaximais induzidas por ACh 3 uM em tiras isoladas de duodeno, ja em
preparacdes com fundo gastrico isolado o a-pineno e o B-pineno ndo foram capazes de

bloquear a contracdo provocada pela ACh. (Figura 20)

Figura 20 - Efeito do a-pineno e B-pineno sobre a contracdo evocada por ACh em
duodeno e fundo gastrico isolados de rato.
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Efeitos do a-pineno (painel a) e B-pineno (painel b) em tiras isoladas de fundo géstrico (@) e duodeno (A) de
ratos. Contragdes provocadas por ACh em concentragdo submaximal (3 uM) foram inibidas pelo pré-tratamento
de tiras duodenais com a-pineno ou B-pineno (4 — 408 pug/mL), embora, ndo tenham sido alteradas em tiras de
fundo gastrico. Os valores de inibi¢do da ACh estdo expressas como % da contrag@o induzida por ACh 3 uM na
auséncia dos monoterpenos (n=6 por grupo). * p < 0,05, ANOVA e teste Holm-Sidak, comparado com valores
controle na auséncia do a-pineno ou B-pineno conforme apropriado.
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5.3 Efeito do OEET, 1,8-cineol, a-pineno e B-pineno na contracdo do duodeno isolado
de rato induzida por Ca?* adicionado a meio sem Ca*" e com EGTA e exposto ao KCI.

Para estudar os efeitos do OEET, do 1,8-cineol, do a-pineno ou do B-pineno sobre
a contracdo induzida pela passagem de Ca®" através da membrana foram utilizados os
protocolos de estimulagdo das preparacbes com K* (60 mM), mantidas em meio sem Ca?*
com EGTA (0,2 mM), seguidos da adic&o gradual de concentracdes crescentes de Ca®* (0,1, 1
e 2 mM). Nessas condigdes, o OEET, o 1,8-cineol, o a-pineno ou o B-pineno foram capazes
de diminuir (p<0,05; figura 21) a amplitude das curvas concentragdo-efeito induzidas pela
adicdo de Ca?*. Considerando a concentracdo de 2 mM de Ca®*, a resposta contratil foi
reduzida de 85,2 + 5,2% no controle para 20,4 + 2,6%, 13,5 + 2,0%, 24,1 + 3,4%, 10,6 + 2,6%
e 6,6 £1,1% pelo OEET 100 pg/mL, OEET 300 ug/mL, 1,8-cineol 308 pg/mL, a-pineno 136

pug/mL ou B-pineno 136 pg/mL, respectivamente.
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Figura2l - Efeito do OEET, do 1,8-cineol, do a-pineno e do pB-pineno sobre a
contracéo induzida pela adicdo de Ca** em preparacées mantidas em Tyrode sem Ca®* e
com EGTA na presenca de KCI.
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O grafico mostra a média das contracdes induzidas pela adicdo de Ca®* na presenca de Tween 80 (A, n=6) ou
presenca de OEET (O, 100 ug/mL; @ 300 ug/mL; n=6; painel a), 1,8-cineol (M; 308 ug/mL; n=6; painel b), a-
pineno (@; 136 pg/mL; n=6; painel c) e p-pineno (<; 136 pg/mL; n=6; painel d). Os valores estdo expressos
em percentual da contragdo de K* (60 mM) induzida no inicio do experimento durante o periodo de equilibrio da
preparacdo. As barras verticais indicam o erro padrdo da média (E.P.M.). * p <0,05 para os efeitos obtidos para
OEET, 1,8-cineol, a-pineno ou B-pineno em relagdo a resposta obtida no controle.
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5.4 Efeito do OEET, a-pineno e do B-pineno na contragéo do duodeno isolado de rato
induzida por Ca*" adicionado a meio sem Ca”* e com EGTA e exposto a ACh

Para estudar os efeitos do OEET, do a-pineno ou do B-pineno sobre a contragédo
induzida pela passagem de Ca”* através da membrana foram utilizados os protocolos de
estimulacio das preparacdes, mantidas em meio sem Ca** com EGTA (0,2 mM), com ACh (3
nM), seguidos da adicéo gradual de concentracdes crescentes de Ca?* (0,1, 1 e 2 mM). Nessas
condigdes, 0 OEET (100 e 300 pug/mL, figura 22, painel a), 0 a-pineno (136 pg/mL, figura 22,
painel b) ou o B-pineno (136 pg/mL, figura 22, painel c) foram capazes de diminuir a
amplitude das curvas concentragdo-efeito induzidas pela adicdo de Ca®*. Considerando a
concentracéo de 2 mM de Ca**, a resposta contrétil foi reduzida de 107,1 + 14,3% no controle
para 27,5 + 5,9%, 11,8 + 4,0%, 24,4 + 4,1%, e 10,9 + 3,5% pelo OEET 100 pg/mL, OEET
300 pg/mL, a-pineno 136 ug/mL ou B-pinenol36 ug/mL, respectivamente.
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Figura22 - Efeito do OEET, do a-pineno e do B-pineno sobre a contracéo induzida
pela adicdo de Ca** em preparacdes mantidas em Tyrode sem Ca** e com EGTA na
presenca de ACh.
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Os gréficos mostram a média das contracdes induzidas pela adicdo de Ca”" na presenca de Tween 80 (A, n=6)
ou presenca de OEET (O, 100 ug/mL; @ 300 ug/mL; n=6; painel a), a-pineno (@ ; 136 ug/mL; n=6; painel b) e
B-pineno (<; 136 ug/mL; n=6; painel c). Os valores estio expressos em percentual da contracio de K* (60 mM)
induzida no inicio do experimento durante o periodo de equilibrio da preparagdo. As barras verticais indicam o
erro padrdo da média (E.P.M.). * p<0,05 para os efeitos obtidos para OEET, a-pineno ou B-pineno em relacéo a
resposta obtida no controle.
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5.5 Efeito do 1,8-cineol, a-pineno e B-pineno na contracdo do duodeno isolado de rato
induzida por ACh na presenca de verapamil em Tyrode normal

Para avaliar o efeito do 1,8-cineol, a-pineno ou [B-pineno sobre contracdes
mediadas pela entrada de Ca*" através de canais operados por receptor, foram executados
experimentos com preparages mantidas em solucéo de Tyrode normal contendo verapamil (3
uM), capaz de inibir as contracdes induzidas por K* (60 mM) (dados ndo mostrados). A
adicdo de concentracdo supramaximal de ACh (60 uM) na auséncia de verapamil produz
resposta contratil colinérgica caracteristica contendo um pico fasico inicial seguido de fase
tonica sustentada. Na presenca de verapamil, a ACh, nessa mesma concentracdo, produz
resposta contratil de baixa amplitude, caracterizando-se por pequena resposta fasica e
presenca de resposta ténica cuja amplitude correspondeu a 27,6 + 2,2% da contra¢do induzida
por K* 60 mM inicial.

O pré-tratamento do tecido com 1,8-cineol (154, 308 e 462 ug/mL) produziu
reducdo significativa (p < 0,05) da contracdo, nas concentraces de 308 e 462 pg/mL, para
21,0 + 3,3% e 20,5 + 5,1% da contragdo obtida por K* 60 mM, respectivamente (figura 23). O
pré-tratamento com a-pineno (136 e 408 pug/mL) também produziu reducdo significativa (p <
0,05) da contragdo para 10,6 = 2,7% e 12,5 + 2,2%, respectivamente. Por outro lado, o B-
pineno (136 ¢ 408 pg/mL) reduziu, de maneira significativa, essa contracdo apenas na

concentragéo de 408 pg/mL, que correspondeu a 5,5 + 1,3% da resposta K™ 60 mM.
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Figura 23 - Reducdo da contracéo tonica da ACh pelo 1,8-cineol, a-pineno e B-pineno
em Tyrode normal com Verapamil.
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O grafico mostra as médias do efeito inibitorio do 1,8-cineol (308 e 462 pg/mL, n=6), do a-pineno (136 e 408
pg/mL, n=6) e do B-pineno (408 pg/mL, n=6) sobre a contracdo induzida por ACh 60 pM em Tyrode com
verapamil (3 uM). Os valores estdo expressos em percentual da contracéo induzida por KCI 60 mM realizadas
no inicio dos experimentos. As barras verticais indicam o erro padrdo da média (E.P.M.). * p < 0,05 para os
efeitos inibitorios do 1,8-cineol, a-pineno e do B-pineno, comparando-os ao controle com Tween 80.



59

5.6 Efeito do a-pineno e do B-pineno na contracdo do fundo gastrico isolado de rato
induzida por KCI na presenca de ciproheptadina

O pré-tratamento de tiras isoladas de fundo gastrico com a-pineno ou B-pineno
(136 ug/mL) na presenga de ciproheptadina (1 uM) produziu reducdo significativa (p < 0,05)
da contracao induzida por KCI 60 mM para 2,6 + 0,8% e 3,2 = 1,6% da contracdo obtida na

auséncia dos monoterpenos, respectivamente (figura 24).

Figura 24 - Reducdo na contracdo do fundo gastrico isolado de rato induzida por K+
pelo a-pineno e o B-pineno na presenca de ciproheptadina.

N
o
]

w
o
1
—
—

Contragdo (% K+ 60 mM)
N
o

10 +
* T
0. 7 |
o-pin -+ + - -
B-pin - - + +
cipro - + - +

O gréafico mostra as médias do efeito inibitério do a-pineno e do B-pineno (136 pug/mL, n=6) sobre a contragao
induzida por KCI 60 mM em Tyrode normal na auséncia e na presenca de ciproheptadina (1 uM). Os valores
estdo expressos em percentual da contra¢do induzida por KCI 60 mM realizadas no inicio dos experimentos. As
barras verticais indicam o erro padrdo da média (E.P.M.). * p < 0,05 para os efeitos inibitorios do a-pineno e do
B-pineno, comparando-0s ao controle.
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5.7 Efeito do a-pineno e do B-pineno no ténus basal de fundo géstrico isolado de rato

na presenca de atropina

A presenga de atropina (1 nM) ndo foi capaz de inibir de maneira significativa a
contracdo provocada pela adigdo dos monoterpenos a-pineno ou B-pineno (0,1 — 408 pg/mL)

no tonus basal de tiras isoladas de fundo gastrico. (Figura 25)

Figura25- Tracados das curvas concentracdo-efeito do a-pineno e p-pineno em tiras
isoladas de fundo géstrico na presenca de atropina

Atropina [1 uM] + a-pineno [pg/mL]

a 01 04 1,3 4,1 136 408 81,7 136 408
v v Y v v v v Y Y

Atropina [1 uM] + B-pineno [ug/mL]

b 01 04 13 41 136 40,8 81,7 136 408
AR/ v v v v v v v

Tragado do experimento demonstrando o efeito do a-pineno (painel a) e do B-pineno (painel b) sobre o ténus
basal de fundo gastrico isolado de rato na presenca de atropina (1 pM). Os monoterpenos foram
cumulativamente adicionados nas concentrac@es indicadas (0,1 — 408 ug/mL) e nos momentos mostrados através
dos tridngulos (V). No inicio do experimento foram evocadas contragdes com K+ 60 mM (K60), que foi usada
como referencial para expressar a alteracdo do tonus. O momento da aplicacdo da solugdo de K+ € indicado na
figura pelo simbolo (A).
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na presenca de hexametonio
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A presenca de hexametonio (10 uM) ndo foi capaz de inibir de maneira

significativa a contragdo provocada pela adigdo dos monoterpenos a-pineno ou B-pineno (0,1

—408 pug/mL) no ténus basal de tiras isoladas de fundo gastrico. (Figura 26)

Figura 26 -

a
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A

Tracados das curvas concentracdo-efeito do a-pineno e B-pineno em tiras
isoladas de fundo géstrico na presenca de atropina

Hexameténio [10 uM] + a-pineno [pg/mL]

01 04 1,3 4,1 13,6 40,8 81,7 136 408

v v v v v v v v v
Hexametbnio [10 uM] + B-pineno [ug/mL]

01 04 1,3 4,1 13,6 40,8 81,7 136 408

v v v v v v v v \

Tragado do experimento demonstrando o efeito do a-pineno (painel a) e do B-pineno (painel b) sobre o ténus
basal de fundo géstrico isolado de rato na presenca de hexametdnio (10 puM). Os monoterpenos foram
cumulativamente adicionados nas concentrac@es indicadas (0,1 — 408 ug/mL) e nos momentos mostrados através
dos tridngulos (V). No inicio do experimento foram evocadas contragdes com K+ 60 mM (K60), que foi usada
como referencial para expressar a alteragdo do tonus. O momento da aplicagdo da solugdo de K+ ¢ indicado na
figura pelo simbolo (A).
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5.9 Efeito do a-pineno e do B-pineno no ténus basal de fundo géstrico isolado de rato
na presenca de U73122

A presenca do U73122 (10 uM) inibiu de maneira significativa (p < 0,05) a
contragdo provocada pela adi¢do dos monoterpenos a-pineno ou B-pineno (13,6 — 408 pg/mL)
no tonus basal de tiras isoladas de fundo gastrico. (Figura 27)

Considerando as concentragdes de 136 ¢ 408 pug/mL do a-pineno, a resposta
contratil foi reduzida de 16,2 + 1,0% e 56,7 + 9,4% na auséncia de U73122 para 3,1 + 4,5% e
21,3 + 9,3% na presenca do U73122, respectivamente. Para o B-pineno, as concentracfes de
136 ¢ 408 pg/mL, reduziram a resposta contratil de 37,7 £ 7,2% e 51,2 + 9,4% na auséncia de
U73122 para 2,1 + 4,8% e 13,1 £ 6,8% na presenca do U73122, respectivamente.

Figura 27 - Inibicdo da contracdo a-pineno e do B-pineno no fundo gastrico isolado de
rato pela adicdo do U73122
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O grafico mostra a média das contra¢Bes induzidas pela adi¢do do a-pineno (13,6 — 408 pg/mL, painel a) ou B-

pineno (13,6 — 408 pug/mL, painel b) na auséncia (O) e na presenca de 10 uM de U73122 (@). As barras
verticais indicam o erro padrdo da média (E.P.M.). * p <0,05.
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5.10 Efeito do OEET, 1,8-cineol, a-pineno e B-pineno no esvaziamento gastrico

O OEET, o 1,8-cineol, 0 a-pineno ¢ o B-pineno foram administrados por via oral e
apos 20 minutos foi realizado a gavagem com solu¢do marcadora (Glicose 5%, Vermelho
Fenol 0,75 mg/ml de H,0). O animal foi sacrificado e seu trato digestorio seccionado em
estdbmago, intestino delgado proximal, medial e distal ap6s 10 (Figura 28 e Figura 29, painel a)
ou 20 minutos (Figura 29, painel b) da gavagem.

Na figura 28, painel a, é possivel observar que o OEET (10 ou 100 mg/kg; v.0.)
diminuiu (p <0,05) a retencdo géastrica pos-prandial (53,5 £ 2,5% em ratos tratados com
veiculo versus 34,1 + 3,3% e 39,1 £ 2,8%, respectivamente, para as duas concentragcdes) no
tempo de 10 minutos apds a gavagem. A retencdo gastrica de corante produzida pelo OEET
foi semelhante a induzida pelo controle positivo da 5-hidroxitriptamina (5-HT, 3mg/kg, v.0.;
33,4 £ 2,0%), embora apenas a 5-HT tenha sido capaz de aumentar a retencdo (p <0,05) no
segmento proximal do intestino delgado. De maneira semelhante, na figura 27, painel b, note
que o 1,8-cineol (10 ou 100 mg/kg; v.0.) também diminui (p <0,05) a retencéo gastrica pos-
prandial (53,5 = 2,5% em ratos tratados com veiculo versus 42,3 + 3,3% e 34,4 £ 2,4%,
respectivamente, para as duas concentracdes) no tempo de 10 minutos apds a gavagem.

Na figura 29, painel a, o a-pineno e o B-pineno (100 mg/kg; v.0.) aumentaram a
velocidade de esvaziamento géastrico e de transito gastrintestinal. No tempo de 10 minutos
pos-prandial, diminuiram (p <0,05) a retencdo gastrica (53,5 + 2,5% em ratos tratados com
veiculo versus 43,9 + 2,2% e 42,2 + 2,8%, respectivamente, para a-pineno e B-pineno) e
aumentaram a retencao (p <0,05) na porcdo distal do intestino (6,9 + 0,9 % em ratos tratados
com veiculo versus 15,8 £ 3,3% e 10,1 + 1,0%, respectivamente).

Aos 20 minutos pos-prandial (figura 29, painel b), ambos os monoterpenos (a-
pineno e B-pineno) diminuiram (p <0,05) os valores de retencdo no intestino proximal. Aos 30
minutos pds-prandial, ndo foram observadas alteracdes significativas nos valores gastricos ou
intestinais de retencdo de corante entre 0s grupos controle e tratados com a-pineno ou f-

pineno (dados ndo mostrados).
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Figura 28 - Retencdo fracional de corante de ratos tratados com OEET e 1,8-cineol e
estudados aos 10 minutos pos-prandial
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Comparacéo de valores (%) da retencdo de fracional de corante no estdémago e no intestino delgado proximal,
medial e distal de ratos conscientes, 10 minutos ap6s terem sido alimentados por gavagem com refeigdo teste. Os
animais foram tratados com veiculo (Tween 80), OEET (10 ou 100 mg/kg, v.0., painel a) ou 1,8-cineol (10 ou
100 mg/kg, v.0., painel b). A 5-hidroxitriptamina (5-HT, 3 mg/kg, v.0.) foi utilizada como um controlo positivo,
pos-prandial 10min. Os resultados foram expressos como média + EPM de 8 ratos por grupo. * P < 0,05
comparado ao grupo veiculo, ANOVA seguido de teste Holm-Sidak.
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Figura 29 - Retencdo fracional de corante de ratos tratados com a-pineno e o B-pineno
e estudados aos 10 e 20 minutos p6s-prandial.
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Comparacdo de valores (%) da retencdo de fracional de corante no estdmago e no intestino delgado proximal,
medial e distal de ratos conscientes, 10 (painel a) e 20 (painel b) minutos apds terem sido alimentados por
gavagem com refeigdo teste. Os animais foram tratados com veiculo (Tween 80), a-pineno ou B-pineno (100
mg/kg, v.0.). 5-hidroxitriptamina (5-HT, 3 mg/kg, v.o., painel a) foi utilizado como um controlo positivo, pds-
prandial 10min. Os resultados foram expressos como média + EPM de 8 ratos por grupo. * P < 0,05 comparado
ao grupo veiculo, ANOVA seguido de teste Holm-Sidak.
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5.11 Efeito do a-pineno e B-pineno no transito intestinal

Avaliamos o efeito do a-pineno e do B-pineno (100 mg/kg, v.0.) sobre transito de
uma refeicdo teste liquida no intestino delgado, que foi distribuida, significativamente, mais
distalmente apds o tratamento com a-pineno ¢ B-pineno (figura 30; 2,7 £ 0,1 e 2,9 + 0,1,
respectivamente, versus 2,2 + 0,1 no grupo veiculo/Tween 80). Os valores dos pinenos foram

menores que 0 observado no grupo controle positivo (5-HT; 3mg/kg, v.0.; 3,6 £ 0,1).

Figura 30 - Efeito do a-pineno e do B-pineno no transito intestinal
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Comparacéo dos valores de transito intestinal em ratos conscientes tratados com veiculo (A; Tween 80; n=5;
v.0.), o-pineno (4 ; 100 mg/kg; n=7; v.0.) ou B-pineno (<; 100 mg/kg; n=7; v.0.). A 5-hidroxitriptamina (@®; 5-
HT; 3 mg/kg; n=5; v.0.) foi utilizada como um controle positivo. Diagramas de dispersdo mostram valores
individuais e medianos (linha horizontal) para o centro geométrico da disperséo de recuperacdo de corante do
duodeno proximal (segmento de nimero 1) para o segmento mais distal do intestino delgado (segmento de
namero 5). * p<0,05, ANOVA seguido de teste Holm-Sidak comparado aos valores do grupo controle (Tween
80). # p<0,05, ANOVA seguido de teste Holm-Sidak comparado aos grupos tratados com a-pineno e B-pineno.
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5.12 Efeito do a-pineno e g-pineno na complacéncia gastrica

Em ratos anestesiados, 0 o-pineno ¢ o B-pineno (100 mg/kg) reduziram a
complacéncia gastrica, indicando um maior ténus gastrico in vivo. Para uma dada pressédo de
distensdo géastrica (4, 8 ou 12 cmH,0), o volume gastrico foi sempre significativamente
menor nos grupos tratados com a-pineno e B-pineno do que em ratos tratados com veiculo (p
<0,05; figura 31).

Figura3l - Efeito do a-pineno e do B-pineno na complacéncia gastrica
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Comparacdo dos valores de volume gastrico (mL) registrados por pletismometria em ratos anestesiados
submetidos a intervalos de 10 minutos de pressao de distensdo gastrica crescente (4, 8 e 12 cmH,0) na auséncia
(A; ratos tratados com veiculo, Tween 80; n=6) ou na presenca de 100 mg/kg de a-pineno (4 ; n=7) ou p-pineno
(<>; n=8). Os resultados foram expressos como média + EPM. * P < 0,05 comparado ao grupo veiculo, ANOVA
seguido de teste Holm-Sidak.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo demonstra que o OEET, o 1,8-cineol, o a-pineno e o B-pineno
exibem efeitos farmacoldgicos sobre o musculo liso gastrintestinal, que envolvem desde acGes
miorrelaxantes em preparagdes isoladas de duodeno até propriedades contrateis em tiras de
fundo de estdbmago. Sobretudo, essas acfes miorrelaxantes estdo relacionadas a capacidade
em interferir com a liberacdo de Ca®* dos estoques internos.

Este trabalho complementa a primeira descricéo realizada do efeito prd-cinético
do a-pineno e do B-pineno (JUCA, 2007). Entretanto, ao contrario de drogas pro-cinéticas
classicas, o a-pineno e o B-pineno ndo alteraram a contra¢do induzida por concentracdo
submaximal de ACh em tiras de estbmago (SCHUURKES et al., 1985a, 1985b). Substancias
pro-cinéticas classicas como a metoclopramida e a domperidona sdo conhecidamente eficazes
em aumentar a amplitude e a freqliéncia das contra¢fes antrais pos-prandiais e em acelerar 0
esvaziamento gastrico (McCALLUM, 1991). Estes efeitos sdo decorrentes do aumento da
liberacdo de ACh das terminacdes nervosas presentes nos plexos intramurais via estimulacéo
de receptores serotoninérgicos do tipo 4 (5-HT4) ou mesmo uma acdo de inibicdo da
acetilcolinesterase (NASELLO et al., 1995). Para confirmar essa observacdo, trabalhos
recentes demonstram que o Oleo essencial de gengibre (Zingiber officinale) e alguns
constituintes como B-pineno, terpinoleno e a-felandreno interagem com o receptor 5-HT3 em
ileo de rato (ABDEL-AZIZ et al., 2005; RY1AZI et al., 2007).

No ambito geral, as informac@es cientificas sobre os efeitos farmacoldgicos das
substancias estudadas neste trabalho no sistema gastrintestinal ainda sdo escassas, embora ja
tenham sido relatados alguns efeitos (NEVES et al., 2007; SANTOS et al., 2004). Isso
permite concluir que essas substancias podem ser consideradas potencialmente Uteis para
estudos farmacoldégicos que envolvam o comportamento motor do musculo liso em
disfungBes gastrintestinais. Corroborando essa idéia, demonstramos neste trabalho
propriedades aceleradoras do esvaziamento gastrico e do transito intestinal, Gteis no
tratamento de pacientes com dispepsia funcional secundaria a dismotilidade (ROSCH et al.,
2002; SCHEMANN et al., 2006).

Além disso, os efeitos relatados no presente trabalno ndo devem estar
relacionados a possivel efeito toxico, pois a reversibilidade dos efeitos foi um fator sempre
observado, mesmo apds a adi¢do das concentragdes mais elevadas dos compostos. De um

modo geral, esses constituintes séo considerados pouco toxicos (WEI et al., 2006): os valores
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de DL50 para ratos sdo correspondentes a 2480 mg/kg (v.0.), 3700 mg/kg (v.0.) e 4700
mg/kg (v.0.) para 0 1,8-cineol, o a-pineno e para o B-pineno, respectivamente. Esses valores
estdo situados em faixa de toxicidade semelhante a de outros constituintes terpénicos como o
eugenol, cujos valor é superior a 2000 mg/kg (INTERAMINENSE et al., 2007).

Quimicamente, 1,8-cineol, a-pineno e B-pineno sdo monoterpenos, substancias
com 10 carbonos (duas unidades isoprénicas) que apresentam geralmente odores agradaveis e
diversas propriedades bioldgicas. Sdo encontrados na natureza em muitas plantas e, por isso,
sdo amplamente empregados na obtencdo de aromas e fragrancias. Como o 1,8-cineol, o a-
pineno ¢ o B-pineno sdo encontradas na composigdo de diversos Gleos essenciais, isso sugere
que eles possam estar relacionados aos efeitos farmacoldgicos descritos para extratos de
varias plantas usadas na medicina popular no tratamento de affec¢bes gastrintestinais. Por
exemplo, alguns trabalhos relatam que os 6leos essenciais de Artemisia maritima L. (SHAH
et al., 2011), Zingiber roseum Rosc. (PRAKASH et al., 2006), Plectranthus barbatus
Andrews (CAMARA et al.,, 2003), Hyssopus officinalis L. (LU et al., 2002) e Ferula
gummosa Boiss. (SADRAEI et al., 2001) apresentam acdes farmacoldgicas sobre o trato
gastrintestinal. Sdo, preponderantemente, acdes antiespasmaodicas e miorrelaxantes, uma vez
que estdo relacionadas a inibicdo das contragdes induzidas por BaCl,, K*, ACh e CCh em
preparagOes intestinais de rato. Para os casos citados acima, exceto para H. officinalis,
encontramos referéncia direta a presenca dos monoterpenos 1,8-cineol, a-pineno e/ou f-
pineno, atribuindo-os a explicacdo, pelo menos em parte, das acBes farmacoldgicas desses
oleos essenciais.

No presente estudo, o OEET e o0 1,8-cineol demonstraram efeito miorrelaxante no
tonus basal, tanto em tiras isoladas de duodeno como também em tiras isoladas de fundo
géastrico, 0 que ndo ocorreu com a-pineno ¢ o B-pineno, que reduziram o tdnus basal de tiras
isoladas de duodeno, mas aumentaram o ténus basal de tiras isoladas de fundo gastrico.

Outro achado interessante desse trabalho € o fato de que, embora apresentem
efeito miorrelaxante em duodeno de rato, o a-pineno ¢ o B-pineno ndo sdo isoladamente ativos
nas contrac@es colinérgicas em tiras isoladas de estdbmago. Eles diminuiram o tdnus basal de
maneira reversivel, assim como inibiram respostas contrateis produzidas por agentes
contraturantes como K* e ACh em duodeno. Esses agentes envolvem aumento das
concentracdes intracelulares de Ca®* e, em virtude desse fon ser o elemento fisioldgico mais
importante para 0 processo de contragdo, estudos anteriores sugerem que para 0s Oleos

essenciais constituidos de o-pineno e B-pineno citados acima, o mecanismo de acao
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provavelmente estaria relacionado com a entrada de Ca®* através da membrana ou com sua
liberaco a partir dos estoques internos (CAMARA et al., 2003).

Evidenciou-se que tanto o a-pineno como o [B-pineno inibem as contragdes
submaximais induzidas por K* e ACh. Como referido acima, esses dois agentes produzem
desenvolvimento de forca por induzirem aumento das concentracdes intracelulares de Ca?".
As contragBes induzidas por K* sdo classicamente associadas a acoplamento eletromecanico,
que envolvem a ativacdo de canais para Ca®" ativados por voltagem (KARAKI, 2004;
SOMLYO; SOMLYO, 1994). Por outro lado, agonistas como a ACh promovem estimulacao
mecanica por acoplamento farmacomecéanico pela ativacdo de receptores muscarinicos
associados as proteinas-G, resultando na producdo de trifosfato de inositol (IP3) e
diacilglicerol, e abertura de canais operados por receptor (CUTHBERT et al., 2004;
SUEMATSU et al., 1984; HASHIMOTO et al., 1986). A comparacdo dos valores de Clsg
(JUCA, 2007) revelou que ndo héa diferenca estatistica em relagio as poténcias do a-pineno e
do B-pineno na inibicdo das contragBes induzidas por K™ e ACh. Isso pode ser indicativo de
que o efeito inibitorio desses monoterpenos nao envolve um antagonismo direto da ativacao
do receptor muscarinico. E pouco provéavel também que os efeitos observados nesse estudo
sejam mediados pela presenca do veiculo usado para solubiliza-los uma vez que, embora o
Tween 80 também tenha sido capaz de diminuir a amplitude das contragdes potassicas e a das
contracOes colinérgicas, a intesnsidade da diminuicdo pode ser considerada insignificante e a
comparacdo do veiculo usado isoladamente com o efeito promovido pelos constituintes
revelou ser o efeito do veiculo insuficiente para explicar o relaxamento observado quando os
monoterpenos estiveram presentes.

As agoes inibitorias do a-pineno e do B-pineno ndo envolvem primariamente o
modo pelo qual o Ca®* atravessa a membrana. Apds ativacdo em meio sem Ca**, a célula
produz pequena contracdo ndo sustentada que é evocada pela liberacdo de Ca* dos estoques
internos (SMAILI et al., 1998). Mantendo-se a presenca do agonista em contato com o tecido,
a adicdo de Ca?* ao meio extracelular produz desenvolvimento de forca em virtude da sua
passagem através das vias celulares previamente ativadas, os canais para Ca®* ativados por
voltagem no caso do estimulo potéassico (KARAKI, 2004) ou os canais ativados por receptor
no caso da ACh (CUTHBERT et al., 2004). Nos experimentos assim realizados, a inibicéo
produzida pelo 1,8-cineol, pelo a-pineno ou pelo B-pineno foi de igual amplitude. Essas
observagdes sdo contrérias a possibilidade de que esses monoterpenos possuam uma atividade
especificamente localizada em um dos tipos de canais para Ca®* acima relatados, inibindo o

influxo de Ca®" através do sarcolema.
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A hipétese de que o modo de acdo do 1,8-cineol, do a-pineno ¢ do B-pineno no
masculo liso intestinal estd situado em algum passo da cascata de contragdo posterior a
participacdo inicial da membrana, como na alteracdo do equilibrio eletroquimico
transmembrana ou na ativacdo de receptores por agonistas especificos é reforcada pelo fato de
que o a-pineno e o B-pineno também inibiram as contracdes induzidas pela liberacio de Ca**
dos estoques internos mediadas pelos mecanismos dependentes da formacéao de IP3. Esta bem
descrito na literatura que receptores muscarinicos sdo integrantes da familia de receptores
acoplados a proteinas G e que sua ativacdo envolve a formacdo de IP; a partir dos
fosfolipideos de membrana. A inibi¢do da contragdo fasica observada na presenga de a-pineno
ou B-pineno é indicativa de que o efeito miorrelaxante desses monoterpenos, de alguma forma,
envolve a participacdo dessa via celular.

Nas mesmas concentracfes utilizadas nos protocolos experimentais anteriores,
nem o o-pineno nem o [-pineno, inibiram as contragdes duodenais mediadas por vias que
envolvem a liberacdo de Ca?* mediada pelo préprio Ca?* (CICR, do inglés calcium-induced
calcium release), como observado nos experimentos (JUCA, 2007) em que a cafeina foi usada
como estimulo contratil (McCARRON et al., 2002). Ao contrario, eles produziram aumento
da resposta contratil nos experimentos que foram realizados em meio contendo concentracoes
normais de Ca?*. Uma das explicacBes para esse efeito pode estar relacionada & maior
liberacdo dos estoques de Ca”* pela cafeina. A observacéo desse fendmeno poderia ser feita
medindo-se a concentracdo de Ca®" intracelular frente ao estimulo promovido pela cafeina
subsequentemente na auséncia e na presenca dos monoterpenos (JUCA, 2007). Entretanto,
esse efeito parece pouco provavel uma vez que na realizacdo dos mesmos experimentos com
os tecidos sendo mantidos em meio sem Ca®" néo foi observado incremento da resposta
contréatil evocada pela adicdo de cafeina ao meio.

Configuram-se, portanto, duas situac@es nas quais os efeitos desses monoterpenos
sdo divergentes para um mesmo protocolo experimental: (1) potencializacdo da resposta
contratil ou (2) manutencdo da amplitude da contragdo induzida pela cafeina. A discordancia
entre essas duas situacBes experimentais poderia estar relacionada a presenca de
concentragdes normais de Ca®* no meio extracelular. Surge, entdo, a possibilidade de que o
efeito potencializador do a-pineno e do B-pineno seria provocado por aumento da entrada de
Ca®* apds o esvaziamento dos estoques provocado pela cafeina (UFRET-VINCENTY et al.,
1995). Essas observagOes sdo decorrentes dos estudos publicados em 1986, em que J.W.
Putney Jr. prop6s o conceito de um canal para célcio operado por estoque (SOCC), que

buscava entender o influxo de calcio em células ndo excitaveis, processo originalmente
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chamado de entrada capacitativa de calcio (CASTEELS; DROOGMANS, 1981). Esse canal
“SOCC” seria aberto ap6s esgotamento da concentracao de célcio do reticulo sarcoplasmatico,
na tentativa de reabastecer o reticulo (PAREKH; PUTNEY, 2005).

A ativacdo dessa via também acontece ap6s deplecdo dos estoques ativados por
altas concentracdes de CCh (QUINN et al., 2004). Nos experimentos realizados em ileo de
rato, apos a estimulagdo do tecido com 100 uM de CCh e sua posterior retirada por lavagens
sucessivas da preparacdo com solucdo com baixas concentracdes de Ca®* extracelular, os
tecidos foram colocados em contato com concentragdo normal de Ca®* (2 mM). Mesmo na
auséncia do agonista colinérgico, a adicdo de Ca®* promove o desenvolvimento de forca
indicando que, em situacdes onde os estoques estdo depletados, a célula direciona seus
mecanismos para a captacdo de Ca®* do meio extracelular. Nossos resultados (JUCA, 2007),
portanto, sdo consistentes com as observacgdes de Putney.

A presenga de a-pineno e B-pineno produziram potencializagdo das contragdes
evocadas pela adicio de Ca®* ap6s esgotamento dos estoques intracelulares. Essa observagéo
pode representar um provavel influxo maior de Ca®* por vias capacitativas mediadas pelo a-
pineno e B-pineno. Entretanto, experimentos adicionais serdo necessarios para confirmar essa
hipétese.

Na possibilidade de que o efeito contratil do o-pineno e¢ do PB-pineno na
musculatura lisa do fundo géstrico fosse mediado por receptor serotoninérgico, pré-tratamos o
tecido com ciproheptadina, um conhecido potente bloqueador do receptor 5-HT2. O que nédo
atentamos foi para o seu efeito antagonista no influxo de célcio através do canal para calcio
operado por voltagem (LOWE et al., 1981) e 0 mais grave, a inexisténcia de receptores 5-
HT2 na musculatura lisa do fundo gastrico (CLINESCHMIDT et al., 1985). Desse modo,
qualquer conclusdo acerca de tal resultado é imprecisa.

Ainda na busca do mecanismo de a¢do do a-pineno e do B-pineno no fundo
gastrico, pré-tratamos o tecido com atropina, um classico antagonista muscarinico ndo-
seletivo (GAJDUS et al., 2011). Com esse experimento pudemos inferir que o efeito contrétil
do a-pineno e do B-pineno no fundo géstrico independe da ativagdo do receptor muscarinico,
pois ndo houve inibicdo do efeito contratil pela atropina.

O hexamet6nio, um antagonista colinergico nicotinico, freqlientemente referido
como o bloqueador ganglionar (SCHEMANN; WOOD, 1989; DONDAS et al., 2009),
também n&o foi capaz de bloquear o efeito contratil do a-pineno e do B-pineno, sugerindo um

efeito direto desses monoterpenos sobre a contracdo do musculo liso.
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O U73122, um inibidor especifico da fosfolipase C (MOGAMI; MILLS;
GALLACHER, 1997), reduziu a resposta contratil do a-pineno e do B-pineno, indicando, em
parte, um possivel mecanismo de acdo, corroborando dados encontrados anteriormente
(JUCA, 2007).

O esvaziamento gastrico em ratos foi acelerado na presenca do OEET, do 1,8-
cineol, do a-pineno e do B-pineno. A taxa de esvaziamento gastrico e regulada através de uma
interacdo complexa de mecanismos envolvendo neurotransmissores, substancias paracrinas,
horménios, e excitabilidade do musculo liso (SMOUT, 2006; SOUZA et al., 2009), e essas
substancias provavelmente agem sobre o equilibrio existente entre o estdmago e o duodeno,
acelerando a taxa de esvaziamento géstrico. Vale lembrar que o OEET e o 1,8-cineol tiveram
efeito relaxante no tonus basal de tiras isoladas de estbmago, efeito que parece contradizer
essa aceleracdo do esvaziamento gastrico, pelo menos in loco, pois como vimos anteriormente,
0 efeito relaxante em tiras de duodeno poderia explicar, em parte, a aceleracdo do
esvaziamento gastrico.

N&o podemos esquecer que 0O a-pineno ¢ o [B-pineno promoveram também a
aceleracdo do transito intestinal e reduziram a complacéncia gastrica em ratos anestesiados,
contribuindo diretamente para o aumento da taxa de esvaziamento gastrico. A administracdo
do 1,8-cineol (i.v.) também foi capaz de reduzir a complacéncia géstrica em ratos anestesiados
(NEVES et al.,2007).
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7. CONCLUSOES

Concluimos que o OEET e o 1,8-cineol possuem efeito miorrelaxante em tonus
basal de tiras isoladas de duodeno e tiras isoladas de fundo gastrico.

O a-pineno e o B-pineno possuem efeito miorrelaxante em tonus basal de tiras
isoladas de duodeno e efeito contratil em tiras isoladas de fundo gastrico, por provavel
interferéncia com o mecanismo depende de IP3 e independe da ativacdo local do receptor
muscarinico e de uma acédo central na ativacéo de receptores nicotinicos.

O efeito miorrelaxante na musculatura lisa duodenal ¢ mediado por possivel
interferéncia com o mecanismo depende de IP3.

O a-pineno e o B-pineno, no duodeno, ativam as vias de entrada de Ca®* para a
célula em situacdes de deplecdo dos estoques intracelulares, mecanismo via canal para célcio
operado por estoque (SOCC).

O OEET, o 1,8-cineol, 0 a-pineno e o B-pineno promoveram a aceleracdo do
esvaziamento gastrico.

O o-pineno e 0 P-pineno aceleraram o transito intestinal e reduziram a

complacéncia gastrica em ratos anestesiados.
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