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RESUMO

Propriedades farmacologicas dos monoterpenos o- e p-pineno no musculo liso
gastrintestinal de ratos: efeito miorrelaxante e proé-cinético. Davi Matthews Juca,
Dissertacdo de Mestrado em Farmacologia, UFC, 2007.

a- € B-pineno sdo monoterpenos constituintes do o0leo essencial de plantas encontradas no
Nordeste do Brasil como a malva-santa e o eucalipto que, na medicina popular, sdo usadas no
tratamento de disturbios intestinais e respiratorios. As agdes miorrelaxantes desses 6leos
essenciais sao atribuidas a presenca de a- ¢ de B-pineno. Nosso objetivo foi estudar mais
detalhadamente os efeitos desses constituintes sobre a contratilidade do musculo liso
gastrintestinal e sobre o esvaziamento gastrico de liquido em ratos. No presente estudo, foram
usados ratos Wistar machos (200-250g) sacrificados por deslocamento cervical. Tiras de
duodeno, ileo e fundo de estdmago foram cortados ¢ mantidos em Tyrode. As contragdes
isométricas foram registradas através de transdutores de forgca conectados a sistema
computadorizado. Solugdes contendo a- ou B-pineno foram preparadas em Tween 80
(concentracdo final < 0,2% v/v). Usados isoladamente, a- e B-pineno diminuiram o tonus
basal em duodeno com Clsy de 655,1 e 810,2 uM, respectivamente. Contragdes submaximais
induzidas por K (60 mM, K60) ou acetilcolina (ACh, 3 pM) foram inibidas, de maneira
concentragdo-dependente (p < 0,001, ANOVA), com valores de Cls correspondentes a 790,0
[580,2-1007,4] e 760,0 [650,6-870,8] uM, respectivamente, para o a-pineno e 770,1 [500,3-
1180,5] e 620,7 [520,9-750,2] uM para o B-pineno, respectivamente. Em preparacdes pré-
tratadas com 1 mM de a- ou B-pineno, a contragdo fasica induzida por ACh (3 pM) em meio
sem Ca’" contendo EGTA (0,2 mM) foi reduzida de 18,4 +3,3 % para 7,7+ 1,5% e 5,0 £ 1,2
% da contragdo K60, respectivamente. A contragdo tonica induzida por adi¢do de Ca** (2 mM)
em prepara¢des mantidas na presenca de K™ (60 mM) ou ACh (3 pM), em meio sem Ca’"
contendo EGTA (0,2 mM), foi reduzida de 50,2 + 3,3 % e de 53,9 = 5,2 % para 10,6 + 2,6 %
e 24,4 + 4,1 % pelo a-pineno ¢ 6,6 + 1,1 % e 10,9 + 3,5 % pelo B-pineno, respectivamente.
Em preparagdes pré-tratadas com 1 mM de a- ou B-pineno, a contragdo tonica induzida por
ACh (60 uM) em Tyrode normal contendo verapamil (3 uM) foi reduzida de 29,0 + 4,1 %
para 10,6 £ 2,7 % e 12,5 + 2,2 % da K60, respectivamente. A resposta contratil induzida pela
cafeina (20 mM) em Tyrode normal foi potencializada de 47,8 + 3,2 % para 72,1 + 9,0 ¢ 88,8
+ 10,6 % da resposta controle pelo pré-tratamento da preparagdo com a- ou B-pineno,
respectivamente. Em meio sem Ca®" com EGTA, a resposta contratil da cafeina (20 mM) foi
reduzida para 9,5 + 3,5 %. Sob essa condi¢ao e, na presenga de a- ou B-pineno, a resposta nao
foi alterada significativamente, correspondendo a 7,2 + 2,2 e 4,7 = 1,3 %, respectivamente.
Apds esgotamento dos estoques intracelulares com CCh (100 mM), a contragdo induzida por
adigio de Ca®" (2 mM), em meio sem Ca’" com EGTA (0,2 mM) e verapamil (3 pM), foi
potencializada pela adi¢do prévia de a- ou B-pineno de 30,7 + 2,1 % para 80,6 + 4,7 e 51,3 +
7,6 %, respectivamente (p < 0,05, teste de Bonferroni). Em estudos de retengdo fracional de
corante no trato gastrintestinal, o a- e o B-pineno aumentaram o esvaziamento gastrico, porém,
a contratilidade induzida por ACh (3 uM) em tiras de fundo de estomago in vitro nao foi
alterada pela presenga prévia de a- e B-pineno. O presente trabalho demonstra, pela primeira
vez, que os monoterpenos o- ¢ B-pineno apresentam efeito procinético em ratos. Em tecidos
isolados, ndo afetam a contrag@o colinérgica em tiras de estdmago, mas apresentam atividade
miorrelaxante em tecido duodenal, por provavel interferéncia com os mecanismos celulares
mediados pela formagdo de IP;. Além disso, como demonstrado em ileo de rato, esses
monoterpenos provavelmente ativam as vias de entrada de Ca*” para a célula em situacdes de
deplecao dos estoques intracelulares.

Palavras-chave: a-pineno, B-pineno, terpenos, musculo liso, contratilidade, intestino,
esvaziamento gastrico.



ABSTRACT

Pharmacological properties of the monoterpenes a- and B-pinene on rat gastrointestinal
smooth muscle: myorelaxant and prokinetic effects. Davi Matthews Juc4, Master’s
Dissertation in Pharmacology, UFC, 2007.

The monoterpenes a- and B-pinene are constituents commonly found in several essential oils
obtained from plants in Brazilian northeast such as “malva-santa” and “eucalipto”, 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 on smooth muscle
gastrointestinal contractility as well as on liquid gastric emptying 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 Tyrode’s solution. Isometric
contractions were recorded through force transducers coupled to a computerized data
acquisition system. Solutions containing a- or B-pinene were prepared with Tween 80 (final
concentration < 0,2% v/v). Solely used, a- or B-pinene decreased duodenal basal tonus with
ICs¢ value corresponding to 655.1 uM and 810.2 uM, respectively. Submaximal contractions
induced by K' (60 mM, K60) or acetylcholine (ACh, 3 uM) were inhibited, in a
concentration-dependent manner (p < 0.001, ANOVA), with ICsy values of 790.0 [580.2-
1007.4] e 760.0 [650.6-870.8] uM, respectively to a-pinene and 770.1 [500.3-1180.5] e 620.7
[520.9-750.2] uM, respectively to B-pinene. In tissues pre-treated with a- (1 mM) or B-pinene
(1 mM) in medium without Ca*” with EGTA (0.2 mM), ACh (3 pM)-induced phasic
contractions were inhibited from 184 + 3.3% to 7.7 £ 1.5% and 5.0 £ 1.2% of K60,
respectively. In tissues maintained under Ca**-free conditions (in medium containing EGTA
0.2 mM) and in presence of K™ (60 mM) or ACh (3 pM), tonic contractions induced by Ca*"
addition were reduced from 50.2 + 3.3% and 53.9 + 5.2%, respectively to values
corresponding to 10.6 + 2.6 % and 24.4 + 4.1 % to experiments with a-pinene and 6.6 = 1.1 %
and 10.9 + 3.5 % to experiments with B-pinene, respectively. In tissues pre-treated with a- (1
mM) or B-pinene (I mM), ACh (60 uM)-induced tonic contractions, in verapamil (3 uM)-
containing medium, were inhibited from 29.0 + 4.1 % to 10.6 £ 2.7 % and 12.5 £ 2.2 % of the
K60, respectively. The caffeine (20 mM)-induced contractile response in normal Tyrode’s
solution was potentiated from 47.8 + 3.2 % to 72.1 + 9.0 and 88.8 + 10.6 % of the control
response in virtue of a- (1 mM) or B-pinene (1 mM) presence, respectively. In EGTA-
containing Ca*"-free medium, the contractile response to caffeine was reduced to 9.5 % 3.5%.
Under these conditions, and in presence of a- (1 mM) or B-pinene (1 mM), this response was
not significantly altered, with values corresponding to 7.2 £ 2.2 e 4.7 + 1.3 %, respectively. In
verapamil- and EGTA-containing Ca*'-free medium, after depletion of the intracellular Ca*"
stores by CCh (100 pM), the contractions induced by Ca®" addition were potentiated by the
presence of a- (1 mM) or B-pinene (1 mM) from 30.7 £ 2.1 % to 80.6 4.7 and 51.3 + 7.6 %,
respectively (p < 0.05, Bonferroni’s test). In gastrointestinal dye fractional retention studies,
a- or B-pinene increased the rat liquid gastric emptying. On the other hand, they did not alter
the ACh-induced contractions on gastric fundus strips. Our study firstly shows that, both a-
and B-pinene have prokinetic properties in rats. In isolated tissues, they did not affect
cholinergic contractions on gastric fundus strips, but are myorelaxant compounds on rat
duodenal preparations, probably by an interference with cellular mechanisms mediated by IP;
release. Moreover, a- and p-pinene activate capacitative Ca®" entry to intracellular milieu after
Ca”" stores depletion.

Keywords: a-pinene, B-pinene, terpenes, smooth muscle, contratility, intestine, gastric
emptying
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1. INTRODUCAO

Os oleos 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, 6leos,
remédios e venenos, muito tempo antes de Cristo. Existem registros em que a india, o Egito,
Roma ¢ a Babilonia contribuiram na expansdo do conhecimento acerca da utilizacdo das
plantas com finalidade terapéutica.

O o6leo essencial de uma dada planta ¢ o conjunto de substincias volateis que a
caracterizam como “aromadtica”, uma vez que sao responsaveis pelo aroma caracteristico da
planta, apresentando componentes de diferentes grupos quimicos como hidrocarbonetos,
alcoois, aldeidos, cetonas, fendis, etc. Além do seu vasto uso industrial em perfumaria, os
6leos essenciais tém sido aproveitados com fins terapéuticos em aromaterapia, para aplicacao
topica através de massagens, banho de compressas, incensos ou mesmo administrado por via
oral e até para uso interno.

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

A pesquisa dos efeitos farmacologicos 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 Laboratoério de
Eletrofisiologia da UFC (Coelho-de-Souza et al., 1997; Magalhaes et al., 1998; Lahlou et al,

1999 e 2000; Magalhaes et al., 2003; Evangelista et al., 2007). Esses estudos relacionam as
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acOes farmacologicas dos Oleos essenciais sobre parametros fisioldogicos como a pressao
arterial e o transito gastrintestinal e também sobre diversos tipos de musculo liso in vitro.
Tais resultados corroboram a eficacia atribuida a essas plantas pela utilizagdo empirica por
parte da populacdo. Por outro lado, estes estudos caracterizam os principais constituintes
desses 6leos como o terpineol, metil-eugenol, anetol e estragol entre outros, como principios
ativos dos seus respectivos extratos. No geral sdo substincias que, isoladamente ou em
conjunto, apresentam atividade sobre tecidos bioldgicos e sdo possuidoras, portanto, de um
potencial espectro de agdes farmacolodgicas a ser explorado.

Os estudos também sao direcionados as a¢des farmacoldgicas do 6leo essencial de
eucalipto, em especial da espécie Eucalyptus tereticornis. Neles, demonstramos as agoes
miorrelaxantes do 6leo sobre tecido muscular liso de traquéia de cobaias (Coelho-de-Souza et
al., 2005). Essas observagdes demonstram que a utilizagdo dessa planta no tratamento
empirico de afec¢des do trato respiratorio apresenta fundamentagdo farmacologica. No
presente estudo, trazemos os efeitos de dois outros constituintes do o6leo essencial de E.
tereticornis, o 0- ¢ 0 B-pineno (Coelho-de-Souza et al., 2005) no comportamento contratil da

musculatura lisa do trato gastrintestinal.

Os oleos essenciais de eucalipto

O nome eucalipto deriva do grego eu (= bem, de boa constituicao) e kalyptos (=
cobrir, coberto), porque seu fruto ¢ uma estrutura que protege bem as sementes (Remade,

2002).
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O eucalipto chegou a Europa em 1774 pela crenga generalizada em seu poder
milagroso contra a malaria e outras doengas. Nao se conhecia, a época, a etiologia da
malaria e o eucalipto cumpriu o seu papel “milagroso”, diminuindo os casos da
doenga, com a eliminac¢do 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 ¢ o principal produtor brasileiro, com 1.524.000 (51,6%) ha de eucalipto (Remade,
2001).

A familia Myrtaceae compreende cerca de 140 géneros, com aproximadamente
3.000 espécies divididas em 2 subfamilias, Myrtoideae e Leptospermoideae (Cronquist, 1991).
Eucalipto ¢ uma denominagao geral e uma adaptacao para o portugués da designagdo latina
Eucalyptus, género pertencente a essa familia, e nele sdo enquadradas mais de 700 espécies
(Género). No Brasil, o eucalipto foi usado durante algum tempo em ferrovias e na construcao
de postes para eletrificagdo. Hoje, seu principal cultivo ¢ para producdo de painéis de madeira,
papel, celulose, lenha e carvao. Sao plantas aromaticas e produzem o6leo essencial encontrado
principalmente nas folhas. Sao 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 aromadticos
como o eucalipto-limdo (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 oleos 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 moveis. Sua fibra é utilizada como matéria-prima
para a fabricagdo de papel e celulose. (Ambiente Brasil, 2007).
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O eucalipto-limao (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 inala¢do, 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 ¢ a espécie mais conhecida de eucalipto do ponto de vista
de aplicacdo terapéutica, sendo conhecido como ‘“eucalipto medicinal”’. A Farmacopéia
Britanica descreve o “6leo de Eucalipto”, com alto teor de 1,8-cineol, como o 6leo extraido de
folhas frescas do E. globulus e também de outras espécies. S3o consideradas medicinais as
espécies cujo oleo essencial contenha mais de 50% de eucaliptol na sua constituicao (Matos,
2000). Essa espécie ¢ conhecida e utilizada na medicina popular em muitas partes do mundo
primariamente como expectorante e no tratamento de afec¢des como gripes, febre, pneumonia
e asma (Zanker et al., 1980; Goldstein; Cooper; Tarkington, 1976; Burrow; Eccles; Jones,
1983). Ha registros de sua utilizagdo como antimicrobiano em uma série de quadros
infecciosos incluindo aqueles dos tratos digestivos e urinarios, além de seu uso no controle da
pediculose. Recentemente tem sido descritas atividades antiinflamatorias e antitumorais do
“6leo de Eucalipto” (Takasaki et al., 1995). Na terapéutica este 6leo pode ser encontrado em
produtos bastante comercializados com indicag¢do 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 formulagdes podemos citar 0 TRANSPULMIN® ¢

0 VICK VAPORUB®.
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O Eucalyptus tereticornis ¢ uma espécie hibrida de eucalipto com grande
distribuicdo geografica. Entretanto, praticamente ndo existem estudos sobre sua atividade em
tecidos bioldgicos, a ndo ser uma possivel atividade hepatoprotetora do acido ursélico, um
constituinte isolado das folhas desta planta (Saraswat; Visen; Agarwal, 2000). Em estudos
desenvolvidos anteriormente, foi observado que o 6leo essencial de E. tereticornis apresentou
efeito miorrelaxante em preparagdes isoladas de traquéia de cobaia (Coelho-de-Souza et al.,
2005). Esses achados corroboram a utilizagdo 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 respiratdorio. Um dos principais
constituintes do seu 6leo essencial ¢ o 1,8-cineol, cuja atividade € responsavel pelos efeitos

terapéuticos do “6leo de eucalipto”.

Os terpendides

Terpenos sdo substancias quimicas encontradas como constituintes de muitos
extratos vegetais. Na natureza, representam uma das maiores ¢ mais diversas classes de
metabolitos secundarios, com aproximadamente 55.000 membros isolados até hoje (Maimone;
Baran, 2007). Sao formados pela ciclizagdo enzimatica através da conversao de moléculas
simples, lineares de hidrocarbonetos fosfatados em esqueletos carbociclicos quirais. Oxidagao
e rearranjos posteriores fornecem em interminavel nimero de estruturas quimicas concebiveis.
Por isso, ocupam lugar especial na historia das ciéncias quimicas e, por conseqiliéncia na
medicina, por possuirem um largo espectro de a¢des farmacologicas, desde atividades anti-

cancer a capacidade de interferéncia em canais i0nicos.
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Possuem ampla distribuicdo e sdao 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 (CsHs)
(Ruzicka, 1953). Os monoterpendides sdo compostos por duas unidades de isopreno (CioHjs),
os sesquiterpendides por trés (C;sHas), os diterpendides por quatro (CyoHsy), os triterpendides
compostos por seis (CsoHag) e os tetraterpenodides, ou carotendides, t€ém oito unidades de
isopreno (CsoHgs). Podem também ser classificadas em aciclica (cadeia aberta), monociclicas

(um anel), biciclicas (dois anéis), triciclicos (trés anéis), etc. (Robbers, 1997, p. 93).

O a-pineno e o B-pineno

Pinenos s3o monoterpenos encontrados em 6leos essenciais de plantas existentes
na regido Nordeste do Brasil como a malva-santa e o eucalipto que, na medicina popular, sao
usadas no tratamento de distirbios intestinais e respiratorios. A¢des miorrelaxantes foram
demonstradas para tais 6leos essenciais, sendo atribuida a presenca de a-pineno e de B-pineno,
parte dessas propriedades (Camara et al., 2003; Coelho-de-Souza et al., 2005).

O a-pineno ¢ um dos constituintes mais encontrados em 6leos essenciais de folhas,
frutas, sementes e caules (Read; Gunstone, 1958). Dharmagunawardena em 2002 demonstra

através de teste cutaneo a atividade alérgica “leve” do a-pineno.
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Figura 1 - Estrutura molecular do a-pineno e do -pineno.
Representacao das estruturas moleculares tridimensionais do a-pineno (a) ¢ do B-pineno (b),
respectivamente. Através das duas representacdes € possivel observar a semelhanca entre os
dois compostos ¢ sua Unica diferenga, o local da dupla ligacao.

O Oleo essencial do Eucalyptus tereticornis possui além do 1,8-cineol,
concentragdes de oa-pineno e fB-pineno em 7,8 e 7,4 %, respectivamente. Em estudos
realizados com o 6leo 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 6leo essencial
(Coelho-de-Souza et al., 2005). O oleo essencial de Plectranthus barbatus (OEPB), na faixa
de concentragdo entre 1 e 300 pg/ml, assim como seus principais constituintes, dentre eles o
a-pineno, na propor¢do ¢ quantidade encontrados no o6leo essencial, promoveram efeito
relaxante e antiespasmodico intestinal, tendo sida atribuida a presenga de a-pineno a
explica¢do para tal atividade farmacologica (Camara et al/, 2003). Diante destes fatos, nos

propomos a identificar os efeitos que o a-pineno e o B-pineno, isoladamente, promovem no

musculo liso intestinal de rato.
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O musculo liso

Guyton e Hall (2000) definem o musculo liso como musculo involuntéario, que se
localiza na parede dos 6rgdos ocos, onde pode apresentar diferengas em varios aspectos, tais
como: dimensdo fisica, organizacdo em feixes ou laminas, resposta aos diferentes tipos de
estimulos, caracteristicas de inervagdo e fungdo. 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, professor emérito no Departamento de Fisiologia da The
Ohio State University (EUA), o musculo liso possui duas classificagdes principais: o musculo
liso multinunitario e o musculo liso unitario. O musculo liso intestinal ¢ classificado como
musculo liso unitario, o que significa que as fibras musculares lisas se contraem juntas, como
uma so6 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 jungodes
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 a¢do que
acarretard na contra¢ao simultanea das fibras, dando origem ao nome musculo liso sincicial.

As fibras musculares lisas individuais do trato gastrintestinal (TGI) tém
aproximadamente 500 micrometros de comprimento ¢ 5 a 20 micrometros de didmetro

(Howard, 1998).
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Mecanismo contratil no musculo liso

Nos idos anos 1960, descreveu-se a ligagdo do Ca”" a troponina, uma proteina
localizada nos filamentos de actina, para regular as contragdes no musculo esquelético. Essa
foi a primeira demonstracio do papel regulatorio 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 ¢ ndo da
actina, como acontece no musculo esquelético. O musculo liso compartilha de outra
particularidade com o musculo esquelético, ambos dependem do aumento dos ions Ca®"
intracelulares para desencadear a contragao.

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
presenga de estimulo elétrico ou mecanico, ocorre 0 primeiro passo para gerar a contragao
muscular: a fosforilagdo da cadeia leve da miosina (Hansen, 2003). O processo contratil do
musculo liso ocorre na presenga de uma proteina regulatéria denominada calmodulina. Os
ions calcio combinam-se com a calmodulina, que ird, apds formacao de complexo, ativar a
quinase da cadeia leve da miosina (MLCK, do inglés Myosin Light Chain Kinase), enzima
responsavel pela fosforilagio da cadeia leve da miosina. A ligagdo do Ca** com a calmodulina
aumenta a habilidade da actina em ativar a a¢io Mg” -ATPasica da miosina, promovendo a
quebra do ATP ligado a cabeca da miosina. Com a hidro6lise do ATP, o filamento de miosina,
que teve sua conformagdo alterada, se associa a actina e, assim, ¢ capaz de gerar a contra¢ao

através da efetivacdo de ciclos desses fenomenos (Horowitz et al., 1996; Murphy, 1998).
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No musculo liso, a contra¢dao é cessada como resultado da remocao do estimulo
contratil ou pela acdo direta de uma substincia que estimula a inibicdo do mecanismo
contratil. O processo de relaxamento requer a diminui¢do da concentracao intracelular de Ca®"
e aumento da atividade de fosfatase da cadeia leve da miosina pela enzima fosfatase miosinica,
que ird remover o fosfato da cadeia leve reguladora (Guyton; Hall, 2000, p.90). Alguns
mecanismos sdo implicados na remogdo do Ca" citoplasmatico e envolvem a recapta¢io do
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 4tomos
de Ca®", os quais sdo, entdo, transportados e liberados para o compartimento luminal do
reticulo sarcoplasmatico. Trocadores Na"/Ca®" (vide figura 3) também estdo localizados na
membrana plasmatica ¢ ajudam na diminui¢do da concentragdo intracelular de Ca®", sendo
acoplados aos seus niveis intracelulares que regulam sua atividade (Webb, 2003).

Na descri¢do do processo contratil foi relatada a necessidade dos fons Ca®" livres
no citoplasma para o inicio do processo contratil, que pode ocorrer por mecanismos
eletromecanicos e/ou farmacomecanicos. Como exemplo de fatores positivos a entrada do
calcio por mecanismos eletromecanicos, podemos citar varios tipos de canais para calcio: (1)
os que sdo ativados por despolarizagdo da membrana, também chamados dependentes de
voltagem (VOC, do inglés Voltage-Operated Channels); (2) os canais operados por receptores
especificos de membrana ou intracelulares, ativados por fatores farmacomecanicos,
independentes do potencial de acdo (ROC, do inglés Receptor-Operated Channels) e
(Cuthbert et al., 1994; Tansey et al., 1994). (3) a entrada de cdlcio capacitativa, também
denominada de canal para célcio operado por estoque (SOC, do inglés Store-Operated
Channels) que foi originalmente proposta por Casteels ¢ Droogmans (Casteels; Droogmans,
1981) e posteriormente refinada por James W. Putney como influxo de célcio regulado por

receptor e controlado pelo IP; (inositol 1,4,5-trisphosphate) ¢ o principal mecanismo de
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influxo de ions célcio em células ndo excitaveis e agora vem sendo descrito também em
células excitaveis (Putney, 1986; Rosado, 2006). Putney imaginava que ap6s o estimulo do
IP;, a concentracdo de calcio do reticulo se esgotava, liberando um transmissor capaz de abrir
os canais para calcio operados por estoque (SOC) para que ocorresse o influxo de calcio e,
desta maneira, o reticulo poderia estocar novamente o ion. Tais evidéncias ganharam forga
quando Putney em 2005 demonstrou a influéncia das moléculas STIM-1 de drosoéfilas (do
inglés Stromal Interaction Molecule) sobre esses canais (Putney, 2005 — figura 2). (4) Por fim,
0s 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 diminuicdo das concentragdes intracelulares desse ion. O acumulo de 6xido
nitrico e nucleotideos ciclicos sdo capazes de diminuir a entrada de Ca>” via canais ativados
por estoque, assim como o acido araquidonico (Parekh; Putney, 2005).

As vias que controlam a entrada de Ca®" através da membrana estio resumidas na

figura 3.
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Figura 2 - Mediacio da abertura dos canais SOC pelas moléculas STIM-1 (Putney,
2005).

Esquema demonstrando que apds a diminui¢do da concentragdo de célcio dentro do reticulo
sarcoplasmatico (SR) por sua libera¢do através do IP;, o SR ¢ capaz de liberar moléculas
STIM-1 que irdo mediar a abertura dos canais para calcio operados por estoque (SOC).
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Figura 3 - Vias de regulacao do influxo de calcio pela membrana plasmatica (Parekh;
Putney, 2005).

Principais vias de regulacdo 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 célcio operado por estoque (SOC), o canal para calcio operado por
receptor (ROC) e por fim, o trocador calcio-sodio (NCX).

A contracdo do musculo liso pode ser classificada, essencialmente, em fasica ou
tonica, dependendo das caracteristicas de manutencdo da contragdo. A primeira ¢ aquela em
que a musculatura encontra-se normalmente relaxada e ¢ capaz de desenvolver contragdo nao
mantida. Os musculos tonicos estdo normalmente contraidos ou sdo capazes de produzir
contracdo sustentada. A contracdo muscular lisa também pode ser dividida em fase fasica e
fase tonica. Essas fases estdo relacionadas aos processos de aumento da concentragio de Ca®"
intracelular (Mita; Walsh, 1997). Moura (2004) relata que o célcio, necessario para o processo
contratil, pode prover de duas origens, fonte intracelular e fonte extracelular. Cada tecido
possui sua principal fonte de ions célcio, dependendo do estimulo contratil, das caracteristicas
da célula e do padrao da resposta contratil (fasica ou tonica). A resposta fasica ¢ dita rapida e

¢ 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
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liberado, ocorre contragdo sem sustentacdo. A resposta tonica ¢ conhecida como sendo
associada aos processos que tornam a contragdo sustentdvel ao longo da manutengdo do
estimulo. Nessa fase sdo ativados os canais para Ca”" ativados por voltagem (VOC) e os
canais para Ca”" operados por receptor (ROC) que se abrem perdurando, assim, o efeito e
sustentando a contragdo. De maneira geral, o reticulo sarcoplasmatico da célula muscular lisa
¢ pouco desenvolvido, diferentemente do musculo esquelético, no que diz respeito ao estoque
de Ca®". Desta maneira, as células musculares lisas necessitam do Ca®" extracelular para

manutencao de suas fungoes.

Sistema digestorio

Gardner, Gray e O’Rahilly (1971) definem o sistema digestério como sendo
constituido de um “tubo” oco, que se origina na boca e termina no anus e contém varias
glandulas cuja secrecao ¢ expelida na cavidade desse tubo e colaboram no processo digestivo.
O sistema digestorio ¢ dividido em trés partes iniciais, a boca, a faringe e o ducto alimentar. O
ducto alimentar ¢ constituido pelo eso6fago, o estdmago (cardia, fundo, corpo, antro e piloro),
o intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) e o intestino grosso (ceco, célon e reto). As
glandulas salivares (pardtida, submaxilares, sublinguais etc.), o figado e o pancreas fazem
parte do aparato digestorio. Cada 6rgdo deste aparato possui uma fungdo especifica, por
exemplo: na cavidade oral os alimentos sdo triturados e mastigados mediante os dentes; o
alimento ¢ propelido através da faringe, do eso6fago e passa para o estdbmago, onde ira ser
misturado ao suco gastrico e formara o quimo; no intestino delgado o alimento ¢ digerido por
secrecoes procedentes de glandulas das paredes do intestino, assim como, o figado e o
pancreas; a agua ¢ absorvida através do intestino grosso, que enviara o alimento em forma de

fezes ao anus para ser excretado.
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O trato gastrintestinal tem como funcao fornecer dgua, eletrdlitos e nutrientes para
o corpo. Para que seja possivel a realizacdo desta tarefa ele carece de um mecanismo
composto de cinco principios: movimento do alimento ao longo do tubo digestivo; secre¢ao
de sucos digestivos e a digestdo de alimentos; absor¢ao dos produtos digestivos; circulagao do
sangue através dos orgdos gastrintestinais; controle de todas essas fungdes pelo sistema
nervoso e pelo sistema hormonal (Guyton; Hall, 2000, p.718).
A figura abaixo (figura 4) mostra um corte transversal da parede gastrintestinal,
onde podemos observar cinco camadas principais, de fora para dentro:
1. Serosa
2. Muscular longitudinal
3. Muscular circular
4. Submucosa

5. Mucosa
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Figura 4 - Corte transversal da parede gastrintestinal (adaptado de Heanue, 2007).
Esquema figurativo das diversas camadas celulares encontradas no tubo gastrintestinal.

O musculo liso gastrintestinal, que possui a voltagem de potencial de repouso da
membrana variavel (-40 a -80 milivolts), é estimulado por uma atividade elétrica intrinseca
lenta e continua ao longo das fibras musculares pelas células intersticiais de Cajal. Essa
atividade ¢ conhecida como ondas lentas, que podem sofrer alteragdes elétricas e dar origem
as ondas em ponta (Makhlouf, 1995; Murphy, 1998).

As ondas lentas ndo sdo potenciais de acdo, sdo alteracdes lentas ondulantes no
potencial de agdo, cuja amplitude pode variar entre 5 e 15 milivolts e a freqliéncia pode
oscilar entre 3 a 12 por minutos em diversos segmentos do trato gastrintestinal, por exemplo:
3 no corpo do estobmago, 12 no duodeno e 9 no ileo terminal (Hansen, 2003). Tais ondas, tidas

como marca passo, dependem do canal para calcio voltagem dependente resistente a
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dihidropiridina (VOC | -type) localizadas nas células intersticiais de Cajal (Sanders et al.,
2004).

O potencial em ponta, o verdadeiro potencial de agdo, origina-se da oscilagdo
positiva do potencial de repouso da membrana muscular lisa gastrintestinal, ficando em
aproximadamente -40 milivolts, quando o potencial de repouso ¢ entre -50 a -60 milivolts.
Quanto maior a elevacdo do potencial das ondas lentas, maior serda 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 agdo gerado nas fibras nervosas, que ocorrem principalmente pela entrada dos
ions s6dio através de canais de sodio (Suzuki, 2000; Sanders et al., 2004; Lammers; Slack,
2001). Tal fato corrobora o que ja vendo sendo descrito, a necessidade de ions calcio do meio
extracelular para a musculatura lisa. E importante mencionar que esses canais calcio-sodio sdo
de abertura e fechamento lentos, o que explica a longa duracio do potencial de acdo no TGI.

Como dito anteriormente, o potencial de repouso no TGI ¢ variavel. Essa variacao
se deve, além das ondas lentas e dos potenciais em ponta, ao estiramento do musculo,
estimulagdo por acetilcolina, noradrenalina ou outros hormonios e estimulo produzido pelo
sistema parassimpatico ou simpatico (Abdel-Latif, 1989).

As ondas lentas sdo responsaveis pela entrada de ions so6dio na fibra muscular lisa,
por isso, as ondas lentas por si s6 ndo causam contracdo muscular, visto que a musculatura
lisa necessita do célcio extracelular para a realizagdo da contragio muscular. E no potencial
em ponta, gerado no pico das ondas lentas, que ha grande entrada de ions cdlcio e, portanto,

ocorre a maior parte da contra¢ao (Guyton; Hall, 2000, p.719).
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Figura S - Ondas lentas e potenciais em ponta (Guyton; Hall, 2000).

Através dessa figura € possivel notar as diferencas nos potencias de membrana e tempo das
ondas lentas e dos potenciais em ponta, reais potenciais de a¢do, bem como, estimulos que
podem produzir os potenciais em ponta (despolarizagdo) e os estimulos que podem causar a
hiperpolarizacao.

O sistema nervoso entérico

O sistema nervoso entérico, constituido por dois plexos, o plexo mioentérico
(Auerbach) e o plexo submucoso (Meissner) comega no eséfago e vai até o anus. E
constituido com cerca de 500 milhdes de neurdnios, quase a mesma totalidade da medula
espinhal, o que nos atém a imaginar a importancia desse sistema para o controle da fungao
gastrintestinal. O plexo mioentérico, localizado entre a camada muscular longitudinal e
circular, € responsavel, principalmente, pelo controle da motilidade gastrintestinal, j& o plexo
submucoso, localizado na camada submucosa, controla a secre¢do e o fluxo sanguineo local.
Os sistemas parassimpdatico ¢ simpatico podem interagir com o sistema nervoso entérico,
ativando ou inibindo suas fun¢des (Grundy, 2006; Paran, 2006; Riihl, 2005).

Os neurdnios entéricos podem secretar mais de dez neurotransmissores, tanto
excitatérios quanto inibitérios, entre eles, destacamos a acetilcolina, que exerce atividade

excitatoria gastrintestinal e a noradrenalina, quase sempre inibidora da atividade

gastrintestinal (Grundy, 2006; Schemann, 2005).
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No sistema gastrintestinal, existe um mecanismo de controle essencial exercido

por trés tipos de reflexos (Grundy, 2006; Schemann, 2005):

1.

Reflexos integrados com o sistema nervoso entérico; que controlam as
secrecdes gastrintestinais, o peristaltismo, as contragdes de mistura e os
efeitos inibitdrios locais.

Reflexos do intestino para os ganglios simpaticos pré-vertebrais que
retornam ao trato gastrintestinal; sdo reflexos de longa transmissdo
(Reflexo gastrocolico, enterogastricos e colonoileal).

Reflexos do intestino para a medula espinhal, ou para o tronco cerebral,
que retornam ao trato gastrintestinais; reflexos que controlam a atividade

motora gastrica, de dor e defecacao.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar os efeitos farmacoldgicos do a-pineno e do B-pineno em musculo liso

intestinal de rato in vitro.

Objetivos especificos

Determinar o efeito do a-pineno e do B-pineno sobre o tonus basal da musculatura
lisa intestinal de rato;

Esclarecer o(s) possivel(is) mecanismo(s) de acdo do a-pineno e do PB-pineno
sobre a contratilidade do musculo liso;

Verificar se as atividades do a-pineno e do P-pineno estdo presentes nas
contracdes induzidas por agonistas excitatorios do musculo liso;

Descrever o mecanismo de acdo para os efeitos farmacoldgicos encontrados do a-

pineno e do B-pineno.
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3. METODOLOGIA

Animais e preparacio dos tecidos

Para a realizacdo 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.

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

Para os experimentos in vitro, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical, imediatamente antes do inicio dos protocolos experimentais para obtengdo dos
tecidos. Apos laparotomia, o estobmago, duodeno e o ileo foram cuidadosamente removidos e
transferidos para uma placa de Petri contendo solugdo nutridora de Tyrode normal modificado.
A solucdo fisiologica de Tyrode normal modificado tinha a seguinte constituicdo (em mmol/l):
NaCl 136, KCI1 5, MgCl, 0,98, CaCl, 2, NaH,PO,4 0,36, NaHCO; 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 estomago foi aberto pela grande curvatura e foi
cortado para a obtengdo de tiras de aproximadamente 1 cm da regido do fundo. Os tecidos

assim manipulados foram montados em camaras para 6rgao isolado contendo 5 ml de solugao
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fisiologica de Tyrode, pH 7,4, mantida aquecida a 37°C com bomba de circulagio Haake
(Modelo FJ, Alemanha). A solug@o de Tyrode foi aerada continuamente com ar atmosférico.
Os tecidos foram atados a um ponto fixo na cdmara ¢ a uma unidade transdutora de forga
(Grass, modelo FT03C, Quincy, Mass., EUA) apropriada para registro isométrico das
contragdes. 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 aquisi¢do computadorizado (Dataq,

PM-1000, WCE, USA, vide esquema simplificado na figura 8).
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Figura 6 - Esquema simplificado dos equipamentos utilizados nos experimentos de
contratilidade in vitro.

Na figura podemos visualizar os seguintes equipamentos: 1) Transdutor de for¢a Grass
FTO3C. 2) Bomba de oxigenacao. 3) Amplificador DATAQ PM-1000. 4) Sistema Windaq
DI-200. 5) Banho de circulagdo Haake FJ. 6) Cuba 5 ml. 7) Haste Fixa. 8) Coletor.
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Figura 7 - Esquema simplificado da metodologia dos experimentos de reten¢ao fracional
de corante.

1) Os animais foram alimentados com o- ou B-pineno (1, 100 e 300 mg/kg) por via oral. 2)
Apo6s 20 min. foi feita a gavagem com refeicdo teste (vermelho fenol glicosada a 5%). 3)
Sacrificio pos-prandial (10 min. apds a gavagem). 4) Preparacdo do homogenato em 100 ml
de NaOH 0,IN. 5) Retirada de 10 ml do homogenato para centrifuga¢do por 10 min. 6)
Retirada de 5 ml do sobrenadante adicionado a 500 pl de TCA para centrifugagdo por 20 min.
7) Retirada de 3 ml do sobrenadante adicionado a 4 ml de NaOH 0,5N para leitura no
espectrofotometro.
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Solucdes e drogas

Nas solugdes utilizadas neste estudo, em que concentragdes de potassio (K')
foram aumentadas (90 mM), diminuiu-se a concentra¢io de soédio (Na") de maneira a manter-
se a mesma osmolaridade, exceto nos experimentos com solu¢des hipertonicas, nos quais o K
foi adicionado a solucdo sem diminuir-se a concentragdo de qualquer outro ion. Solugdes sem
fons céalcio (Ca®") foram preparadas pela simples omissio do cloreto de calcio (CaCly).

As solugdes de ACh (acetilcolina), verapamil, EGTA (B-amino-etil-éter-
N,N,N’,N’-tetracético) e outras substancias foram preparadas pela dilui¢do da substancia pura
em agua destilada (H,O) ou seu respectivo diluente (Ex.: EGTA diluido em agua destilada e
NaOH) e armazenadas em freezer em concentragdes 100 a 1000 vezes maiores que aquelas
usadas na camara durante os experimentos. As solugdes utilizadas foram preparadas frescas e
agitadas em aparelho Vortex imediatamente antes do uso.

O a-pineno e o B-pineno, purificados e isolados, foram adquiridos da empresa
Sigma® Chemical, assim como as demais drogas utilizadas no estudo. As solugdes de a-
pineno e P-pineno foram preparadas imediatamente antes de seu uso no experimento,
dissolvidas, em alguns experimentos, com Tween 80 e agitadas com a utilizagdo do aparelho
Vortex. A concentragdo final do solvente (Tween 80) dentro da cidmara de perfusdo nao

ultrapassou 0,2%.
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Protocolos experimentais

Apos o periodo de equilibrio (aproximadamente 30 minutos, tempo destinado para
a adaptacdo da preparacdo as novas condi¢des), os tecidos foram expostos a solugdo
despolarizante com alta concentragdo de K™ (60 mM), repetidas vezes até que fossem obtidas
duas respostas de mesma amplitude (este periodo durou aproximadamente 30 minutos além
do tempo necessario para o equilibrio da preparagdo). A maior parte dos resultados
apresentados ¢ expressa como percentual da média destas duas tltimas contracdes.

As curvas concentragdo-efeito para o a-pineno e o B-pineno foram obtidas pela
exposicdo da preparagdo a concentragdes crescentes (1, 3, 10, 30, 100, 300, 600, 1000 e 3000
uM), adicionados isoladamente e de forma cumulativa no banho (5 minutos para cada
concentragdo). Apenas nos casos em que o objetivo foi quantificar a inibigdo da contragdo
muscular produzida por um agente contraturante, as preparacdes foram previamente expostas
ao a-pineno e ao B-pineno por um periodo de 5 min sendo, entdo, estimuladas com o agente

indutor de contracdo, ainda na presenca do a- ou do B-pineno.

Efeito do a-pineno e do B-pineno no tonus basal de duodeno isolado de rato

Apos equilibrio da preparacdo, o a-pineno € o B-pineno, foram adicionados de
forma crescente (1, 3, 10, 30, 100, 300, 600, 1000 e 3000 uM) a soluc¢ao fisioldgica de Tyrode
normal na camara de banho, para avaliagdo de seus efeitos sobre o tonus basal do duodeno
isolado de rato. O tempo de 5 minutos para cada concentragdo foi rigorosamente obedecido. A
linha de base obtida ao final de cada periodo de exposi¢do aos monoterpenos, subtraida
daquela obtida ainda nas suas auséncias, foi considerada como a alteracdo do tonus basal.

Apos a realizacdo da curva concentracdo-efeito o tecido foi lavado com Tyrode normal e
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exposto a trés contracdes 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 preparagdo foi

observado o retorno do tdnus ao nivel anterior obtido no periodo controle.

Efeito do a-pineno e do B-pineno na contra¢io do duodeno isolado de rato induzida por

K" e ACh

A exposigdo prévia da preparagdo a uma dada concentracdo de a- ou B-pineno (10
a 3000 uM) foi usada para avaliar os efeitos dessas substancias sobre as contragdes induzidas
por concentragdes submaximais de K (60 mM) ou por acetilcolina (ACh, 3 uM). Também
foram realizados alguns experimentos utilizando o solubilizante (Tween 0,2%), realizado
apenas para as maiores concentragdes (1000 e 3000 uM) dos terpenos. Apods o equilibrio do
tecido configurado pela estabilizacdo das respostas contrateis iniciais, a resposta subseqiiente
induzida pelos agentes contraturantes K' ou ACh na auséncia de a- ou P-pineno foram
consideradas como controle para comparacdo das demais obtidas na presenca dos

monoterpenos.

Efeito do a-pineno e do B-pineno na contra¢io do duodeno isolado de rato induzida por

Ca’" adicionado a meio sem Ca’* e com EGTA e exposto a0 KCl ou 2 ACh

Para a realizagdo desse protocolo, no inicio do experimento, o tecido foi
estimulado de maneira semelhante aos protocolos ja descritos anteriormente, até que duas
contragdes induzidas por KCl 60mM apresentassem a mesma amplitude. Em seguida, foram
feitas quatro lavagens do tecido com solugdo de Tyrode sem Ca®" a qual foi adicionado o

quelante de Ca®™ EGTA (sigla em inglés de ethylene glycol tetraacetic acid, 200 pM),

37



permanecendo assim por cinco minutos. Ainda na presenca de solu¢do sem Ca>" e com EGTA,
o tecido foi estimulado por KCI 60mM ou ACh 3uM 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 a- ou B-pineno por 5 min.

Efeito do a-pineno e do B-pineno na contra¢io do duodeno isolado de rato induzida por

ACh em meio sem calcio na presenca de EGTA

Sabe-se que a ativacdo de receptores colinérgicos em tecido intestinal promove
contragdo por liberar os estoques intracelulares de Ca*” via ativagio de receptores ativados
por IP; (Abdel-Latif, 1989; Kobayashi et al.,1989). Assim como nos experimentos anteriores,
esse protocolo foi iniciado com trés contragdes de KCl 60 mM na presenca de Tyrode normal.
Em seguida, o tecido foi lavado com Tyrode sem Ca®’, o EGTA foi adicionado (200 pM) a
cuba e foi induzida uma contragdo com ACh 3uM. Essa ultima etapa foi repetida trés vezes a
fim de se certificar do esvaziamento dos estoques intracelulares de Ca*" ao manter-se baixa a
concentragdo extracelular de Ca*, impedindo-se, assim, seu reenchimento. Esse mesmo
procedimento foi realizado também apds o pré-tratamento do tecido com a- ou B-pineno (1

mM).

Efeito do a-pineno e do B-pineno na contra¢io do duodeno isolado de rato induzida por

ACh na presenca de verapamil em Tyrode normal

Ap6s estabilizagdo das respostas contrateis induzidas por KCl 60 mM em Tyrode
normal, o verapamil (3 uM) foi adicionado a cuba e, passados 5 minutos, o tecido foi

estimulado com uma concentragdo supramaximal de ACh (60 uM). A concentragao usada do
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verapamil foi suficiente para impedir a contragdo induzida por 60 mM de K'. Apos sucessivas
lavagens do tecido com Tyrode normal, foram administrados a- ou B-pineno (1 ou 3 mM)
novamente na presenga de verapamil (3 uM) para, em seguida, o tecido ser novamente
estimulado com ACh (60 uM). Apods repetidas lavagens, foi realizada uma nova contragao
com ACh (60 uM), na presenca de verapamil (3 uM) para certificar a recuperacio da resposta
contratil colinérgica apds a retirada do a- ou B-pineno. A primeira contracdo obtida na

auséncia do a- ou B-pineno foi considerada como a contragdo controle.

Efeito do a-pineno e do B-pineno na contra¢io do duodeno isolado de rato induzida por

cafeina

Sabe-se que a cafeina é capaz de liberar Ca®" dos estoques intracelulares por
ativagdo do mecanismo chamado liberagio de Ca*" induzida por Ca**, CICR (da sigla em
inglés calcium-induced calcium release) via ativagcdo de receptores de rianodina (Bradley et
al., 2002). A fim de saber se 0 a- ou o B-pineno interferem na contragdo do musculo liso
ativada por essa via, em tecidos mantidos em solu¢do de Tyrode normal e a temperatura
ambiente, foram realizadas duas contragdes com KCl 60 mM para estabilizacdo do tecido
nessas condi¢des. ApoOs essa etapa, foi utilizada cafeina (20 mM) para evocar uma contragao.
Em seguida, o tecido foi novamente contraido por duas vezes com KCI 60mM. A contragio
com cafeina (20 mM) foi novamente repetida, agora na presenca de a- ou de B-pineno (1 mM).
A primeira contragdo obtida na auséncia do a- ou B-pineno foi considerada como a contracao
controle. O mesmo protocolo descrito acima, também foi realizado em tecidos mantidos em

meio sem Ca”" e com EGTA (200 uM).
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Efeito do a-pineno e do B-pineno na contracio do ileo isolado de rato induzida por Ca™

em Tyrode sem Ca’ e com EGTA e verapamil

O tecido, lavado com Tyrode sem Ca*" e na presenca de EGTA (200 puM) e
verapamil (10 uM), foi contraido com CCh (100 uM) para esvaziamento do Ca®" armazenado
na célula. Em seguida, apos a lavagem do CCh e mantendo-se o tecido em meio sem Ca*’ e
na presenga de EGTA (200 uM) e verapamil (10 pM), foi adicionado CaCl, (2 mM) para
promover a contragdo mediada pelos canais ativados por estoque. Essa contracdo foi
reproduzida duas vezes para confirmar a estabilidade da resposta contratil ativada por essa via.

O evento anterior foi reproduzido na presenca de a-pineno ou de B-pineno 1mM e 3mM.

Efeito do a-pineno e do -pineno na retencio gastrica de liquidos

Para a realizag¢do deste protocolo foram utilizados 6 ratos wistar machos (160-200
g) para cada grupo experimental. Os ratos foram divididos em 3 grupos principais: controle,
a-pineno e B-pineno. O a-pineno e o B-pineno foram administrados nas doses de 1, 10 e 100
mg/Kg. Os animais receberam por via oral (gavagem) as referidas doses e ap6s 20 minutos foi
feita a gavagem com solugdo marcadora (Glicose 5%, Vermelho Fenol 0,75 mg/ml de H,0).
Decorrido 10 minutos da gavagem os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, o
piloro e a regido da cardia foram pingados e o trato gastrintestinal foi 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 estomago e os segmentos intestinais foram condicionados em uma proveta contendo uma
solugdo de NaOH (100ml, 0,1N) e, desta maneira, foi determinado o volume das visceras. Em

seguida o conteudo da proveta foi despejado em um béquer e homogeneizado por 30
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segundos. Uma amostra de 10ml desse homogenato foi colocada e centrifugada por 10
minutos (2800 rpm). Em seguida foi retirado 5ml do conteudo e adicionado ao acido
tricloroacético (20% peso/vol) para novamente ser submetido a centrifuga¢ao (20 minutos em
2800 rpm) e precipitar as proteinas. Depois desse processo, 3ml do sobrenadante foi
adicionado a 4ml de NaOH (0,5N) para determinagao da absorbancia por espectrofotometria
sob um comprimento de onda de 560 nm. Os dados foram analisados através da determinagao
da quantidade de vermelho fenol em cada segmento (quantidade x volume) para a posteriori
relacionar o percentual da retencdo de vermelho fenol de cada segmento pelo total de

vermelho fenol em todos os segmentos multiplicado por 100.

Efeito do a-pineno e do B-pineno nas contrag¢des induzidas por ACh em tiras de fundo de

estomago isolado de rato

A exposi¢do prévia da preparacdo a uma dada concentracdo de a- ou B-pineno (1 a
3000 uM) foi usada para avaliar os efeitos dessas substancias sobre as contragdes induzidas
por concentragdes submaximais de acetilcolina (ACh, 3 uM). Apds o equilibrio do tecido
configurado pela estabilizacdo das respostas contrateis iniciais, a resposta subseqiiente
induzida pelo agente ACh na auséncia de a- ou B-pineno foi considerada como controle para

comparag¢do das demais obtidas na presenga dos monoterpenos.
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Analise estatistica

As respostas experimentalmente observadas foram consideradas através das
deflexdes dos tracados originais obtidos pelo sistema de aquisicdo 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 padrdo da média (E.P.M.), com a representagdo do nimero de observagdes
experimentais (n). Alguns pardmetros, como os valores de concentracdo inibitoria ou efetiva
medianas (Clsop ou CEsy, respectivamente) calculados por interpolacdo 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 comparagdo entre os valores obtidos foi realizada
por meio de andlise de variancia (ANOVA) seguida de um teste de multipla comparagao,
conforme apropriado, indicados na se¢do 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 utilizagdo 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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4. RESULTADOS

Efeito do a-pineno e do -pineno no tonus basal de duodeno isolado de rato

Usados separadamente, o a- ou o B-pineno (1 a 3000 uM), de maneira dependente
de concentragcdo (p < 0,001, ANOVA) diminuiram o tonus basal. O efeito relaxante foi
evidenciado de maneira significativa (p < 0,05, teste de Bonferroni) a partir de 100 uM para o
B-pineno e 600 uM para o a-pineno (figura 10). A inibi¢do do tonus basal foi parcialmente
reversivel (p < 0,05, teste t pareado) apos 15 minutos da retirada dos monoterpenos por
lavagens sucessivas da preparacdo com Tyrode. Nesse tempo, a recuperagdo do tonus
correspondeu a 357,01 + 73,18 % e 221,10 + 30,02 % do relaxamento total obtido na

concentracdo de 3000 uM de a- ou B-pineno, respectivamente.
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Figura 8 - Efeito relaxante do a- e do B-pineno sobre o tonus basal de duodeno isolado
de rato.

(A) Tragado tipico de experimento com PB-pineno demonstrando seu efeito relaxante sobre o
tonus basal de duodeno isolado de rato. O B-pineno (1 a 3000 uM) foi cumulativamente
adicionado nas concentra¢des indicadas e nos momentos mostrados através dos tridngulos
(V). No inicio do experimento foi evocada uma contragio com K* 60 mM (K60), que foi
usada como referencial para expressar a alteracdo do tonus. O momento da aplicacdo da
solugio de K' ¢ indicado na figura pelo simbolo (A). Ao final do experimento, note a
recuperacio parcial da resposta contratil induzida por K* e do ténus basal com 5, 10 ¢ 15
minutos apo6s a retirada do B-pineno da solug¢@o de banho. (B) O grafico mostra as médias do
efeito relaxante do a-pineno (M, n=6) e do B-pineno (O, n=6) no ténus basal de duodeno
isolado de rato. Os valores estdo expressos como percentual da contracdo induzida por K60.
As barras verticais indicam o erro padrio da média (E.P.M.). * e * p < 0,05, teste de
Bonferroni, comparados ao tonus basal no periodo controle.
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Efeito do o- e do p-pineno na contracio do duodeno isolado de rato induzida por K" e

ACh

Adicionados a solugdo de banho por um periodo prévio de 5 minutos, a- ou [-
pineno inibiram, de maneira dependente de concentragao (p < 0,001, ANOVA), as contragdes
submaximais induzidas por KCI 60mM (Figura 11) ou ACh 3uM (Figura 12). Para as
contragdes induzidas por KCl 60 mM, os valores de Clsy corresponderam a 790 [580-1007]
mM (n = 6) e 770 [500-1180] uM (n=6) para o a-pineno e para o B-pineno, respectivamente.
Os efeitos inibitorios foram significativos nas concentragdes de 1 mM (p < 0,001, teste
Bonferroni). Para as contragdes induzidas por ACh os valores de CI5S0 corresponderam a 760
[650-870] uM (n = 6) e 620 [520-750] uM (n = 6) para a- e B-pineno, respectivamente. Os
efeitos foram significativos nas concentra¢des de 0,6 mM (p < 0,05, teste de Bonferroni). A
comparagdo estatistica desses valores ndo revelou diferenca significativa entre eles (p > 0,05,
teste t ndo pareado). A inibicao das respostas contrateis ao KCl e a ACh foi reversivel apos
retirada dos monoterpenos por lavagens sucessivas da preparacdo. A realizagdo de
experimentos usando apenas o veiculo nas concentragdes correspondentes as usadas para
dissolver o a- ou o B-pineno (1 ou 3 mM) mostrou efeito inibitério apenas para a
concentragdo mais alta. Nesse caso, a resposta contratil foi reduzida significativamente (p <
0,05, teste de Bonferroni) para 61,2 + 10,8% e 73, 0 = 5,5% das contragdes controle induzidas
por KC1 60 mM ou ACh 3 uM, respectivamente. Entretanto, a analise estatistica mostrou que
esses valores diferem daqueles obtidos para o a- (14,8 = 13,1% e 11,9 + 1,9%, para KCl e
ACh, respectivamente) ou B-pineno (9,1 £ 1,7% e 6,2 = 1,7%, para KCl e ACh,

respectivamente) (p < 0,05, teste de Bonferroni).
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Figura 9 - Efeito inibitério do a-pineno e B-pineno sobre a contracio evocada por KCl
em duodeno isolado de rato.
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(A) Tragado tipico usado para demonstrar o efeito inibitorio do B-pineno (1 a 3000 uM) na
contragdo induzida por KCl 60 mM. O simbolo (A) indica o momento da aplicacdo da
solugdo despolarizante durante o experimento. A primeira contragio induzida por K™ foi
obtida ainda na auséncia do B-pineno e sua amplitude foi considerada como contragdo
controle. O momento e as concentragdes do B-pineno estdo indicados pelo simbolo (V) e
pelos valores indicados na figura (em pM). Apds cada contragdo induzida por K', a
preparacdo foi lavada por um periodo de aproximadamente 10 min para adicionar nova
concentragdo de PB-pineno. As etapas de lavagens ndo foram registradas para que o tragado
fosse mostrado de forma a facilitar a visualizag@o dos efeitos. Os experimentos para estudo do
a-pineno foram semelhantes aos descritos acima.

(B) O grafico mostra a média da inibi¢do da contracdo induzida por KCl 60 mM pelo a-
pineno (M, n=6) ¢ B-pineno (O, n=6) (1 a 3000 uM) e também pelo Tween 80 (A, n=4, em
concentragdes correspondentes aquelas usadas com 1000 e 3000uM de a- ou B-pineno). Os
valores estdo expressos em percentual da contragdo controle induzida por KCl 60 mM na
auséncia de pineno. As barras verticais indicam o erro padrao da média (E.P.M.). * e *, p <
0,05, teste de Bonferroni em relagdio a contragdo controle para o- ou -pineno,
respectivamente. #, p < 0,05, teste de Bonferroni, comparando a resposta obtida pelo a- ou 3-
pineno (3 mM) e a resposta observada apenas com o veiculo.
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Figura 10 - Efeito inibitério do a-pineno e B-pineno sobre a contracio evocada por
ACh em duodeno isolado de rato.
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(A) Tragado tipico usado para demonstrar o efeito inibitorio do B-pineno (1 a 3000 uM) na
contracdo induzida por ACh 3 uM. O simbolo (4) indica 0 momento da aplicagdo da solugao
colinérgica durante o experimento. A primeira contragdo induzida por ACh foi obtida ainda
na auséncia do P-pineno e sua amplitude foi considerada como contragao controle. O
momento e as concentragdes do B-pineno estdo indicados pelo simbolo (V) e pelos valores
indicados na figura (em uM). Apos cada contragcdo induzida por ACh, a preparacdo foi
lavada por um periodo de aproximadamente 10 min para adicionar nova concentracdo de [3-
pineno. As etapas de lavagens ndo foram registradas para que o tragcado fosse mostrado de
forma a facilitar a visualizacdo dos efeitos. Os experimentos para estudo do a-pineno foram
semelhantes aos descritos acima.

(B) O grafico mostra a média da inibi¢do da contragdo induzida por ACh pelo a-pineno (I,
n=6) ¢ PB-pineno (O, n=6) (1 a 3000 uM) e também pelo Tween 80 (A, n=6, em
concentragdes correspondentes aquelas usadas com 1000 e 3000uM de a- ou B-pineno). Os
valores estdo expressos em percentual da contracdo controle induzida por ACh 3 uM na
auséncia de pineno. As barras verticais indicam o erro padrao da média (E.P.M.). * e *, p <
0,05, teste de Bonferroni em relagdo a contragdo controle para o- ou [-pineno,
respectivamente. #, p < 0,05, teste de Bonferroni, comparando a resposta obtida pelo a- ou -
pineno (3 mM) e a resposta observada apenas com o veiculo.
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Efeito do a-pineno e do B-pineno na contracio do duodeno isolado de rato induzida por

Ca’" adicionado a meio sem Ca’* e com EGTA e exposto a0 K" ou 3 ACh

Para estudar os efeitos do a- ou do B-pineno sobre a contra¢do induzida pela
passagem de Ca”" através da membrana foram utilizados os protocolos de estimulacdo das
preparacdes, mantidas em meio sem Ca®" com EGTA (0,2 mM), com K (60 mM) ou com
ACh (3 uM), seguidos da adi¢io gradual de concentragdes crescentes de Ca®* (0,1, 1 e 2 mM).
Nessas condicdes, o a- ou o B-pineno foram capazes de diminuir a amplitude das curvas
concentragdo-efeito induzidas pela adicdo de Ca®". Considerando a concentra¢io de 2 mM de
Ca2+, a resposta contratil foi reduzida de 50,2 + 3,3% no controle para 10,6 + 2,6% e 6,6 +
1,1% pelo o- ou B-pineno, respectivamente, nas preparagdes induzidas por K* (Figura 13).
Para essa mesma concentragio de Ca®’, em preparagdes estimuladas com ACh, a resposta foi
reduzida de 53,9 £ 52% para 244 + 4,1% e 10,9 = 3,5% pelo o- ou B-pineno,
respectivamente (Figura 14). A andlise estatistica dos dados mostra que os valores obtidos
para a- ou B-pineno diferem significativamente daqueles observados no controle (p < 0,05,
two-way ANOVA). Os dados estdo apresentados em % dos valores obtidos nas primeiras

contragdes induzidas por KCI 60 mM em Tyrode normal.
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Figura 11 - Efeito do a- e do p -pineno sobre a contragio induzida pela adi¢io de Ca**
em preparacoes mantidas em Tyrode sem Ca*" e com EGTA na presenca de KCI
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(A) Tragado tipico que demonstra a contracio induzida pela adi¢do de Ca’* (0,1, 1 e 2 mM)
em preparagdes estimuladas com K™ (60 mM) e mantidas em Tyrode sem Ca’" (@ Ca’") com
EGTA 0,2 mM na auséncia (tragado a esquerda) e na presenca do a-pineno (1 mM, tracado a
direita). O simbolo (A) indica o0 momento da aplicagdo da solucdo potassica durante o
experimento e a preparagio foi assim mantida durante a adi¢do de Ca®". O momento e as
concentragdes do Ca™" estdo indicados pelo simbolo (A) e pelos valores indicados na figura
(em mM). Apds cada curva contratil induzida por Ca®’, a preparagdo foi lavada por um
periodo de aproximadamente 10 min para adicionar a concentracdo de a-pineno (I mM). As
etapas de lavagens ndo foram registradas para que o tracado fosse mostrado de forma a
facilitar a visualizacdo dos efeitos. Os experimentos para estudo do [-pineno foram
semelhantes aos descritos acima.

(B) O grafico mostra a média das contragdes induzidas pela adi¢dao de Ca’" na auséncia (A,
n=6) ou presenca de a-pineno (M, 1 mM, n = 6) e B-pineno (O, 1 mM, n = 6). Os valores
estdo expressos em percentual da contragio 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 < 0,001, teste de Holm-Sidak para os efeitos obtidos para a- ou
B-pineno, respectivamente, em relacao a resposta obtida no controle.
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(A) Tragado tipico que demonstra a contra¢io induzida pela adi¢do de Ca® (0,1, 1 e 2 mM)
em preparagdes estimuladas com ACh (3 M) e mantidas em Tyrode sem Ca’" (@ Ca®) com
EGTA 0,2 mM na auséncia (tragado a esquerda) e na presenca do a-pineno (1 mM, tracado a
direita). O simbolo (%) indica o momento da aplicacdo da solu¢do colinérgica durante o
experimento e a preparagio foi assim mantida durante a adi¢io de Ca’". O momento e as
concentracdes do Ca®" estdo indicados pelo simbolo (A) e pelos valores indicados na figura
(em mM). Apbs cada curva contratil induzida por Ca>", a preparagio foi lavada por um
periodo de aproximadamente 10 min para adicionar a concentracao de a-pineno (1 mM). As
etapas de lavagens ndo foram registradas para que o tracado fosse mostrado de forma a
facilitar a visualizagdo dos efeitos. Os experimentos para estudo do [-pineno foram
semelhantes aos descritos acima.

(B) O grafico mostra a média das contracdes induzidas pela adi¢io de Ca*™ na auséncia (A,
n=6) ou presenca de a-pineno (M, 1 mM, n = 6) e B-pineno (O, 1 mM, n = 6). 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 < 0,01), *** ¢ *** (p < 0,001) teste de Holm-Sidak para os efeitos
obtidos para a- ou B-pineno, respectivamente, em relagdo a resposta obtida no controle.
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Efeito do a-pineno e do B-pineno na contracio do duodeno isolado de rato induzida por

ACh em meio sem calcio na presenca de EGTA

Para avaliar o efeito do a- ou B-pineno sobre contragdes mediadas pelo Ca*"
liberado de estoques intracelulares foram executados experimentos com preparagcdes mantidas
em solucdo sem Ca”" (@ Ca’") com EGTA (0,2 mM), estimuladas com ACh. Sob essas
condi¢des, a ACh (3 uM) produz contragdo fasica caracteristica, cuja amplitude corresponde a
18,4 + 3,3 % da contracdo induzida por K™ 60 mM (n = 6) (Figura 15). Além da redugdo em
sua amplitude, nota-se também a incapacidade de sustentacdo dessa contracdo, ao contrario do
que se observa quando a ACh ¢ usada na mesma concentragio em meio contendo Ca**
(Figura 15, painel A). O pré-tratamento dos tecidos com a- (1 mM) ou B-pineno (1 mM)
produziu redugdo significativa (p < 0,05, teste de Bonferroni) da contragdo para 7,7 = 1,5 % e

5,0 = 1,2 % da contragdo obtida por K" 60 mM inicial.
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Tyrode sem Ca* e com EGTA.
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(A) Tragado tipico de experimento com duodeno isolado de rato estimulado inicialmente com
K" (60 mM, A). Apos lavagem da preparagdo com Tyrode normal, o tecido foi estimulado
com ACh 3uM. Nota-se um pico inicial seguido de pequeno decaimento até atingir valor
estaciondrio caracteristico de fase tonica da contracdo. Apds exposi¢ao do tecido a solugdo
sem Ca”" com EGTA (0,2 mM) nota-se redugdo da contragio induzida por ACh e perda da
capacidade de manutencdo da segunda fase da contragcdo. Apods periodo de lavagens para
reenchimento dos estoques, a repeticdo do protocolo na presenga de a- (1 mM) ou B-pineno (1
mM) demonstrou redugdo da amplitude dessa contragao.

(B) O grafico mostra as médias do efeito inibitério do a-pineno (1mM, n=6) e do B-pineno
(1mM, n=6) sobre a contracdo induzida por ACh 3uM em Tyrode @ Ca’" ¢ EGTA 0,2mM.
Os valores estdo expressos em percentual da contracdo induzida por KC1 60mM realizadas no
inicio dos experimentos. As barras verticais indicam o erro padrdo da média (E.P.M.). * e **,
p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente, para os efeitos inibitdrios do a- ¢ do B-pineno,
comparando-os ao controle.
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Efeito do a-pineno e do B-pineno na contracio do duodeno isolado de rato induzida por

ACh na presenca de verapamil em Tyrode normal

Para avaliar o efeito do a- ou B-pineno sobre contragcdes mediadas pela entrada de
Ca™ através de canais operados por receptor, foram executados experimentos com
preparagdes mantidas em solucdo de Tyrode normal contendo verapamil (3 uM), capaz de
inibir as contragdes induzidas por K~ (60 mM) (dados ndo mostrados). A adicdo de
concentragdo supramaximal de ACh (60 uM) na auséncia de verapamil produz resposta
contratil colinérgica caracteristica contendo um pico fasico inicial seguido de fase tonica
sustentada (Figura 16, painel A). Na presenca de verapamil, a ACh, nessa mesma
concentragdo, produz resposta contratil de baixa amplitude, caracterizando-se por pequena
resposta fasica e presenca de resposta tonica cuja amplitude correspondeu a 29,0 = 4,1% da
contragio induzida por K" 60 mM inicial. O. O pré-tratamento dos tecidos com o- (1 ¢ 3 mM)
produziu redugao significativa (p < 0,05, teste de Bonferroni) da contragdo para 10,6 +2,7% e
12,5 £ 2,2% da contracdo obtida por K" 60 mM (Figura 16, painel B). Por outro lado, o B-
pineno (1 e 3 mM) reduziu essa contragdo apenas na concentragdo de 3 mM, que

correspondeu a 5,5 + 1,3% da resposta K 60 mM.
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Figura 14 - Reducio da contracio tonica da ACh pelo a-pineno e B-pineno em Tyrode
normal com Verapamil.

(A) Tracado tipico de experimento com duodeno isolado de rato estimulado inicialmente com
K" (60 mM, A). Apés lavagem da preparagdo 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 contracdo. Apds exposi¢cdo do tecido ao
verapamil (3 puM) nota-se reducdo da fase fasica da contragdo induzida por ACh e
manuten¢do da segunda fase da contracdo. A repeticdo do protocolo na presenca de a- (1 e 3
mM) ou B-pineno (1 e 3 mM) demonstrou reducdo da amplitude dessa contracao.

(B) O grafico mostra as médias do efeito inibitorio do a-pineno (ImM, n=6) e do B-pineno
(1mM, n=6) sobre a contragdo induzida por ACh 60 uM em Tyrode com verapamil (3 uM).
Os valores estdo expressos em percentual da contragcdo induzida por KCl 60mM realizadas no
inicio dos experimentos. As barras verticais indicam o erro padrdo da média (E.P.M.). ** e
** p < 0,01 e p<0,001, respectivamente, para os efeitos inibitorios do a- e do B-pineno,
comparando-os ao controle.
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Efeito do a-pineno e do B-pineno na contracio do duodeno isolado de rato induzida por

cafeina em Tyrode normal

Para a realizagdo dos protocolos descritos a seguir, os tecidos foram mantidos a
temperatura ambiente (= 25°C), a fim de se estudar os efeitos do a- ou B-pineno sobre as
contragdes induzidas pela liberagdo de Ca®" induzida pelo proprio Ca*". Da mesma forma que
os experimentos anteriores, os tecidos foram estimulados inicialmente com solucdo
despolarizante contendo K™ 60 mM (A, Figura 17, painel A). A adicdo de cafeina (20 mM)
produziu contragdo féasica cuja amplitude foi correspondente a 47,8 + 3,2% (n = 12) da
resposta potassica controle. A repeticdo desse procedimento demonstra que a contracio
induzida pela cafeina é reprodutivel e de amplitude constante (Figura 17, painel A). Na
presenca de a- (1 mM) ou B-pineno (1 mM), a resposta contratil induzida pela cafeina foi

potencializada para 72,1 + 9,0 e 88,8 + 10,6 % da resposta controle, respectivamente.
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Figura 15- Efeito do o-pineno e do B-pineno na contra¢ao induzida por cafeina em
Tyrode normal.

(A) Tragado tipico de experimento com duodeno isolado de rato mantido em Tyrode normal
em temperatura ambiente (= 25°C). O tecido foi estimulado inicialmente com K™ (60 mM,
A). Apoés lavagem da preparagdo com Tyrode normal, o tecido foi estimulado com cafeina
(CAF, 20 mM). Note a reducdo do tonus basal apds a contracdo fasica promovida pela
cafeina. A repeticdo desse procedimento demonstra a reprodutibilidade da resposta contratil
induzida pela cafeina. Contragdes subseqiientes de K' foram relaizadas para garantir
reenchimento dos estoques intracelulares de Ca*".

(B) O grafico mostra as médias da amplitude das contragdes induzidas por cafeina na auséncia
(Controle) e na presenga do a-pineno (ImM, n = 6) e do B-pineno (ImM, n = 6) em
preparacdes mantidas em Tyrode normal. Os valores estdo expressos em percentual da
contragdo induzida por KCI 60 mM realizadas no inicio dos experimentos. As barras verticais
indicam o erro padrao da média (E.P.M.). * ¢ *** p < 0,05 e p < 0,001, respectivamente, para
os efeitos potencializadores do a- e do B-pineno, comparando-os ao controle.
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Efeito do a-pineno e do B-pineno na contracio do duodeno isolado de rato induzida por

cafeina na presenca de EGTA em Tyrode sem célcio

De acordo com a descrigdo feita no protocolo anterior, o presente experimento foi
realizado também a temperatura ambiente (= 25°C), a fim de se estudar os efeitos do a- ou -
pineno sobre as contragdes induzidas pela liberagio de Ca®" dos estoques internos e a
influéncia da sua presenca no meio extracelular no efeito anteriormente relatado. Da mesma
forma que os experimentos anteriores, os tecidos foram estimulados inicialmente com solugao
despolarizante contendo K™ 60 mM (A, Figura 18, painel A). A adicdo de cafeina (20 mM)
produziu contragdo féasica cuja amplitude foi correspondente a 32,1 =+ 7,1% (n = 12) da
resposta potassica controle. Quando o tecido foi mantido em meio sem Ca®" essa resposta foi
significativamente reduzida para valor correspondente a 9,5 + 3,5 % da resposta potassica.
(Figura 18). Na presenca de a- (1 mM) ou B-pineno (1 mM), a resposta contratil induzida pela
cafeina foi correspondente a 7,2 + 2,2% (n = 6) e 4,7 + 1,3 % (n = 6) da resposta controle,
respectivamente. Esses valores ndo foram diferentes daquele obtido na auséncia de a- ou B-

pineno em meio sem Ca’ (9,5 + 3,5%) (p> 0,05, ANOVA).
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Figura 16 - Efeito do a-pineno e do B-pineno na contracio induzida por Cafeina em
Tyrode sem Ca* e com EGTA.

(A) Tracado tipico de experimento com duodeno isolado de rato estimulado pela cafeina. Os
experimentos foram realizados a temperatura ambiente (= 25°C). O tecido foi estimulado
inicialmente com K" (60 mM, A). Apds lavagem da preparagdo com Tyrode normal, o tecido
foi estimulado com cafeina (CAF, 20 mM). Note a intensa e reversivel reducdo do tonus basal
apos a contragio fasica promovida pela cafeina. Em meio sem Ca’" a cafeina produziu
resposta contratil com menor amplitude. Contracdes subseqiientes de K foram realizadas
para garantir reenchimento dos estoques intracelulares de Ca®" (dados ndo mostrados na
figura).

(B) O grafico mostra as médias das contragdes induzidas por cafeina na auséncia, em meio
normal com Ca”” (TN) e sem Ca®" (0Ca), e na presenga do a-pineno (ImM, n = 6) e do f3-
pineno (ImM, n = 6) em Tyrode sem Ca*" contendo EGTA. Os valores estdo expressos em
percentual da contragdo induzida por KCl 60mM realizadas no inicio dos experimentos. As
barras verticais indicam o erro padrio da média (E.P.M.). Os valores observados nao
apresentaram diferenca significativa (p > 0,05, ANOVA).
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Efeito do o- e do B-pineno na contracio induzida por Ca’* apés esgotamento dos
estoques intracelulares com CCh em ileo isolado de rato mantido em Tyrode sem calcio

com EGTA e Verapamil

Para avaliar as agdes do o- ou do B-pineno sobre a entrada de Ca*" mediada por
canais operados por estoque, foram realizados experimentos onde os tecidos foram
estimulados com altas concentragdes de CCh (100 uM). Mantidos em meio sem Ca*"
contendo EGTA (0,2 mM), a estimulagdo com CCh produziu resposta de menor amplitude
quando comparada a contragdo induzida pela mesma concentragio em meio com Ca*" (Figura
19, painel A). Apos a retirada do CCh por lavagens sucessivas da preparagdo e a adigdo de
Ca®" (2 mM) o tecido desenvolve resposta contratil cuja amplitude corresponde a 30,7 + 2,1%
(n = 7) da contragdo controle induzida por K" 60 mM. Essa resposta foi potencializada pela
adigdo prévia de a- (1 mM) ou B-pineno (1 mM) para valores correspondentes a 80,6 + 4,7%
(n =4) e 51,3 £ 7,6% (n = 5), respectivamente. Esses valores foram estatisticamente
significativos em relacdo ao valor obtido no controle (30,7 = 2,1%) (p < 0,05, teste de

Bonferroni).
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Figura 17 - Efeito do a-pineno e do B-pineno na contracio induzida por Calcio em
Tyrode sem Ca’* com EGTA e Verapamil.
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(A) Tracado tipico de experimento com duodeno isolado de rato estimulado com CCh em
meio sem Ca”". O tecido foi estimulado inicialmente com K* (60 mM, A). Ap6s lavagem da
preparacdo com Tyrode normal, o tecido foi estimulado com carbacol (CCh, 100 uM) na
presenca e, em seguida, na auséncia de Ca’". Em meio sem Ca®" o CCh produziu resposta
contratil com menor amplitude. Apés retirada do CCh por troca da solugdo sem Ca®" o tecido
foi estimulado com Ca”™ (2 mM). (B) Tracado tipico de experimento realizado conforme
descricao do painel A. Na etapa final de lavagens da preparag¢do para remo¢ao do CCh, foi
adicionado a- ou B-pineno (1 mM) antes da adicdo de Ca*" (2 mM).

(C) O grafico mostra as médias das contragdes induzidas pela adi¢io de Ca*" do efeito na
auséncia (controle) e na presenca do a-pineno (1mM, n = 4) e do B-pineno (1mM, n = 5)
sobre a contragdo induzida por Ca** em Tyrode sem Ca”" contendo EGTA. Os valores estdo
expressos em percentual da contracdo induzida por KCl 60 mM realizadas no inicio dos
experimentos. As barras verticais indicam o erro padrao da média (E.P.M.). ** e *** p < 0,01
e p < 0,001, respectivamente, para os efeitos potencializadores do a- ¢ do B-pineno,
comparando-os ao controle.
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Efeito do a-pineno e do B-pineno na reten¢io gastrica

O a- e o B-pineno (1, 100 e 300 mg/kg) foram administrados por via oral e apds
20 min foi realizado a gavagem com solu¢do marcadora (Glicose 5%, Vermelho Fenol 0,75
mg/ml de H»0), 10 min apdés a gavagem o animal foi sacrificado e seu trato digestorio
seccionado em estdmago, intestino delgado proximal, medial e distal.

Podemos inferir, do estudo da retencgdo fracional de corante, que o a- € o B-pineno
1 mg/kg (Figura 20), no estdmago e nos segmentos proximal, medial e distal do intestino
delgado ndo tiveram efeito significativo, entretanto, nas doses de 100 e 300 mg/kg houve
alteracdes significativas (p < 0,05, ANOVA). O Tween 80 (<0,2% v/v) foi utilizado como
controle. De acordo com os graficos abaixo observamos que o a- € o B-pineno 100 mg/kg
(Figura 21) e 300 mg/kg (Figura 22) diminuiram a retencdo fracional de corante no estdmago,
indicando uma aumento no esvaziamento gastrico. Observa-se também uma tendéncia de
aumento da retencdo de corante no intestino distal, dado que sugere uma passagem rapida (10

min) do marcado do estdbmago para a por¢ao distal do intestino.
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Figura 18 - Recuperacao fracional do corante no estomago e intestino delgado
(por¢oes proximal, medial e distal) de ratos tratados com a- ou B-pineno (1mg/kg) e
estudados aos 10min pos-prandial.

Inicialmente os animais foram tratados, por via oral, com a-pineno (1mg/kg, n=6) ou B-
pineno (1mg/kg, n=6). Apds 20min foram alimentados com 1,5ml de solucdo de glicose a 5%
+ vermelho fenol (0,5mg/ml) e sacrificados apds 10min. A recuperacdo fracional de corante
em cada segmento foi obtida por espectrofotometria (560nm), sendo o valor médio da
retencdo gastrica (%) expresso na forma de barras verticais ¢ o erro padrao da média como
linhas verticais.
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Figura 19 - Recuperacao fracional do corante no estomago e intestino delgado
(porcoes proximal, medial e distal) de ratos tratados com a-pineno ou p-pineno
(100mg/kg) e estudados aos 10min pos-prandial.

Inicialmente os animais foram tratados, por via oral, com a-pineno (100mg/kg, n=6) ou -
pineno (100mg/kg, n=6). Apos 20min foram alimentados com 1,5ml de solu¢do de glicose a
5% + vermelho fenol (0,5mg/ml) e sacrificados ap6s 10min. A recuperagdo fracional de
corante em cada segmento foi obtida por espectrofotometria (560nm), sendo o valor médio da
retengdo gastrica expresso na forma de barras verticais e o erro padrao da média como linhas
verticais. *, p < 0,05 (teste-t de Student), para os efeitos do a- e do B-pineno, comparando-os
ao controle
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Figura 20 - Recuperacio fracional do corante no estomago e intestino delgado
(por¢oes proximal, medial e distal) de ratos tratados com a-pineno ou p-pineno
(300mg/kg) e estudados aos 10min pés-prandial.

Inicialmente os animais foram tratados, por via oral, com a-pineno (300mg/kg, n=6) ou B-
pineno (300mg/kg, n=6). Ap6s 20min foram alimentados com 1,5ml de solucdo de glicose a
5% + vermelho fenol (0,5mg/ml) e sacrificados apds 10min. A recuperacdo fracional de
corante em cada segmento foi obtida por espectrofotometria (560nm), sendo o valor médio da
retengdo gastrica expresso na forma de barras verticais e o erro padrao da média como linhas
verticais. *, ¥* e *** p <(,05,p<0,01 ep, 0,001, respectivamente (teste-t de Student), para
os efeitos do a- e do B-pineno, comparando-os ao controle
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Efeito do a-pineno e do B-pineno nas contrag¢ées induzidas por ACh em tiras de fundo de

estomago isolado de rato

Adicionados a solugdo de banho por um periodo prévio de 5 minutos, a- ou [3-
pineno ndo produziram alteracdo das contracdes submaximais induzidas por ACh 3 uM
(Figura 23) em tiras de estomago isolado de rato. A amplitude das contracdes subseqiientes

na presenca de concentragdes crescentes de o- ou P-pineno ndo foi significativamente

diferente daquela obtida no controle (p > 0,05, ANOVA).
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Figura 21 - Efeito do a-pineno ou B-pineno na contrac¢io do fundo do estomago isolado
de ratos wistar induzida por ACh 3 pM.
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(A) Tragado tipico usado para demonstrar o efeito do a-pineno (1 a 3000 uM) na contragao
induzida por ACh 3 uM. O simbolo (4) indica o momento da aplicagdo da solugdo
colinérgica o experimento. A primeira contra¢do induzida por ACh foi obtida ainda na
auséncia do a-pineno e sua amplitude foi considerada como contragao controle. O momento e
as concentragdes do a-pineno estdo indicados pelo simbolo (V') e pelos valores indicados na
figura (em uM). Apds cada contragdo induzida por ACh, a preparacdo foi lavada por um
periodo de aproximadamente 10 min para adicionar nova concentragdo de a-pineno. As etapas
de lavagens ndo foram registradas para que o tracado fosse mostrado de forma a facilitar a
visualizagao dos efeitos. Os experimentos para estudo do B-pineno foram semelhantes aos
descritos acima.

(B) O grafico mostra a média da contragdo induzida por ACh na presenga de a-pineno (I,
n=6) ¢ PB-pineno (O, n=6) (1 a 3000 uM). Os valores estdo expressos em percentual da
contracdo controle induzida por ACh 3 uM na auséncia de pineno. As barras verticais indicam
o erro padrao da média (E.P.M.). Os valores observados nao apresentaram diferenca
significativa (p > 0,05, ANOVA).
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho demonstra que tanto o a- como o -pineno possuem atividade
miorrelaxante em preparagdes de tiras de duodeno de rato in vitro, assim como aceleram o
esvaziamento gastrico de liquidos em ratos. Considerados em conjunto e, baseados em
argumentos colocados a seguir, os dados apresentados nesse trabalho nos permitem concluir
que essas acdes sdo mediadas por provavel acdo preferencial sobre o tecido intestinal sem
interferéncia direta com o comportamento motor gastrico. Sobretudo, suas acdes
miorrelaxantes estdo relacionadas a sua capacidade em interferir com a liberagio de Ca®* dos
estoques internos. O presente trabalho também constitui-se na primeira descri¢cdo do efeito
pro-cinético do a- e do B-pineno, até entdo desconhecido na literatura.

Em primeiro lugar, os efeitos relatados para o a- e para o B-pineno ndo devem
estar relacionados a possivel efeito toxico. Nos experimentos executados, a reversibilidade
dos efeitos foi um fator sempre observado, mesmo apos a adi¢do das concentracdes mais altas
usadas nos protocolos experimentais. De maneira geral, esses constituintes sdo considerados
pouco toxicos. Os valores de DL50 sdo correspondentes a 3700 mg/kg (v.o.) e 4700 mg/kg
(v.0.) para o a- e para o B-pineno, respectivamente. Esses valores estdo situados em faixa de
toxicidade semelhante a de outros constituintes terpénicos como o 1,8-cineol e eugenol, cujos
valores sdo superiores a 2000 mg/kg (Interaminense et al., 2007 in press). Esses constituintes
sdo considerados pouco toxicos na literatura (Wei et al., 2006). Durante a realizagdo dos
experimentos in vivo ndo foram detectadas alteragdes comportamentais classicas, tais como
grooming (comportamento de limpeza), rearing (levantar-se nas patas traseiras), entre outros,
apods a administracdo oral do a- ou do B-pineno, que pudessem indicar algum efeito toxico.

Quimicamente, a- € P-pineno sdo monoterpenos, substancias com 10 carbonos

(duas unidades isoprénicas) que apresentam geralmente odores agradaveis e interessantes
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propriedades biologicas. Sdo encontrados na natureza em muitas plantas e, por isso, sdao
amplamente empregados na obtencdo de aromas e fragrancias. Como a- ¢ B-pineno sao
encontradas na composi¢do de diversos 6leos essenciais, isso sugere que eles podem estar
relacionados aos efeitos farmacoldgicos descritos para extratos de varias plantas usadas na
medicina popular no tratamento de affecgdes gastrintestinais. Por exemplo, alguns trabalhos
relatam que os 6leos essenciais de 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. S3o, preponderantemente, agdes antiespasmddicas e miorrelaxantes, uma vez
que estdo relacionadas a inibigdo das contragdes induzidas por BaCl,, K', ACh ¢ CCh em
preparagdes intestinais de rato. Para os casos citados acima, exceto para H. officinalis,
encontramos referéncia direta a presenga dos monoterpenos a- ou B-pineno, atribuindo-os a
explicagdo, pelo menos em parte, das agdes farmacologicas desses 6leos essenciais.

No presente trabalho, os monoterpenos a- ¢ B-pineno produziram aceleragdo do
esvaziamento gastrico em ratos. Entretanto, ao contrario de drogas pro-cinéticas classicas,
nenhum dos constituintes aqui estudados alterou a contragdo induzida por concentracao
submaximal de ACh em tiras de estdmago (Schuurkes et al., 1985a e 1985b). Embora de
maneira preliminar, essa observagdo nos permite concluir que, o modo de acdo do a- ¢ do B-
pineno ndo estd relacionado a atuagdo direta na musculatura gastrica. Entretanto,
experimentos adicionais serdo necessarios para avaliar seus efeitos sobre esse pardmetro. Uma
das possibilidades seria investigar seus efeitos sobre contra¢des induzidas por estimulagao
elétrica de campo. Substincias pro-cinéticas classicas como a metoclopramida ¢ a
domperidona, s3o conhecidamente eficazes em aumentar a amplitude e a freqiiéncia das
contragdes antrais pos-prandiais e em acelerar o esvaziamento gastrico (McCallum, 1991).

Estes efeitos sdo decorrentes do aumento da liberacdo de ACh das terminagdes nervosas
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presentes nos plexos intramurais via estimulacdo de receptores serotoninérgicos do tipo 4 (5-
HT4) ou mesmo uma agdo de inibicdo da acetilcolinesterase (Nasello et al., 1995). Para
confirmar essa observacao, trabalhos recentes demonstram que o 6leo essencial de gengibre
(Zingiber officinale) e alguns constituintes como B-pineno, terpinoleno and a-felandreno
interagem com o receptor 5-HT3 em ileo de rato (Abdel-Aziz et al., 2005; Ryiazi et al., 2007).
Portanto, faz-se necessaria a investigagdo dos efeitos do a- ¢ do B-pineno na ativacdo desse
importante sistema regulatorio gastrintestinal.

Outro achado interessante desse trabalho é o fato de que, embora nio sejam
isoladamente ativos nas contra¢des colinérgicas em tiras de estdmago, o o- ¢ o B-pineno
apresentam efeito miorrelaxante em duodeno de rato. Eles diminuiram o tonus basal de
maneira reversivel, assim como inibiram respostas contrateis produzidas por agentes
contraturantes como K" e ACh. Esses agentes envolvem aumento das concentracdes
intracelulares de Ca®" e, em virtude desse ion ser o elemento fisiolégico mais importante para
o processo de contragdo, estudos anteriores sugerem que para os 6leos essenciais constituidos
de a- e B-pineno citados acima, o mecanismo de a¢do provavelmente estaria relacionado com
a entrada de Ca®" através da membrana ou com sua liberagio a partir dos estoques internos
(Camara et al., 2003).

Evidenciou-se que tanto o a- como o B-pineno inibem as contragdes submaximais
induzidas por K" ¢ ACh. Como referido acima, esses dois agentes produzem desenvolvimento
de for¢a por induzirem aumento das concentra¢des intracelulares de Ca®". As contracdes
induzidas por K* sio classicamente associadas a acoplamento eletromecanico, que envolvem
a ativagdo de canais para Ca’" ativados por voltagem (Karaki, 2004). Por outro lado, agonistas
como a ACh promovem estimulacio mecanica por acoplamento farmacomecanico pela
ativacao de receptores muscarinicos e abertura de canais operados por receptor (Cuthbert et

al., 2004). A comparagdo dos valores de Clsy revelou que ndo ha diferenga estatistica em
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relagdo as poténcias do o- e do B-pineno na inibigdo das contragdes induzidas por K™ e ACh.
Isso pode ser indicativo de que o efeito inibitorio desses monoterpenos niao envolve um
antagonismo direto da ativagdo do receptor muscarinico. E pouco provavel também que os
efeitos observados nesse estudo sejam mediados pela presenca do veiculo usado para
solubilizad-los uma vez que, embora o Tween também tenha sido capaz de diminuir a
amplitude das contra¢des potassicas e a das contragdes colinérgicas, a intesnsidade da
diminui¢ao pode ser considerada pequena e a comparacao 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 agdes inibitérias do a- e do B-pineno ndo envolvem primariamente o modo
pelo qual o Ca®" atravessa a membrana. Apds ativagdo em meio sem Ca’’, a célula produz
pequena contragdo ndo sustentada que é evocada pela liberagio de Ca*™ dos estoques internos
(Smaili et al., 1998). Mantendo-se a presenca do agonista em contato com o tecido, a adi¢ao
de Ca®" ao meio extracelular produz desenvolvimento de for¢a em virtude da sua passagem
através das vias celulares previamente ativadas, os canais para Ca”" ativados por voltagem no
caso do estimulo potassico (Karaki, 2004) ou os canais ativados por receptor no caso da ACh
(Cuthbert et al., 2004). Nos experimentos assim realizados, a inibi¢do produzida pelo a- ou
pelo B- pineno foi de igual amplitude. Essas observagdes sdo contrarias 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.

A hipotese de que o modo de agdo do a- e do B-pineno no musculo liso intestinal
esta situado em algum passo da cascata de contragdo posterior a participagdo inicial da
membrana, como na alteragdo do equilibrio eletroquimico transmembrana ou na ativacio de
receptores por agonistas especificos ¢ reforcada pelo fato de que esses terpenos também

e - . . . - 2+ . .
inibiram as contragdes induzidas pela liberacdo de Ca”" dos estoques internos mediadas pelos
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mecanismos dependentes da formagao de IP;. Estd bem descrito na literatura que receptores
muscarinicos sdo integrantes da familia de receptores acoplados a proteinas G e que sua
ativacao envolve a formagaao de IP; a partir dos fosfolipideos de membrana. A inibi¢do da
contragdo fasica observada na presenga de a- ou B-pineno ¢ indicativa de que o efeito
miorrelaxante desses monoterpenos, de alguma forma, envolve a participagdo dessa via
celular.

Nas mesmas concentragdes utilizadas nos protocolos experimentais anteriores,
nem o o- nem o B-pineno, inibiram as contra¢des duodenais mediadas por vias que envolvem
a liberagdo de Ca®" mediada pelo proprio Ca>" (CICR, do inglés calcium-induced calcium
release), como observado nos experimentos onde a cafeina foi usada como estimulo contratil
(McCarron et al., 2002). Ao contrério, eles produziram aumento da resposta contratil nos
experimentos que foram realizados em meio contendo concentragdes normais de Ca*". Uma
das explicagdes para esse efeito pode estar relacionada & maior liberagio dos estoques de Ca®"
pela cafeina. A observagdo desse fenomeno poderia ser feita medindo-se a concentracao de
Ca”" intracelular frente ao estimulo promovido pela cafeina subsequentemente na auséncia e
na presenca dos monoterpenos. Entretanto, esse efeito parece pouco provavel uma vez que na
realizagio dos mesmos experimentos com os tecidos sendo mantidos em meio sem Ca”>" ndo
foi observado incremento da resposta contratil evocada pela adi¢ao de cafeina ao meio.

Configuram-se, portanto, duas situacdes nas quais os efeitos desses monoterpenos
sdo divergentes para um mesmo protocolo experimental: (1) potencializagdo da resposta
contratil ou (2) manuten¢do da amplitude da contracdo induzida pela cafeina. A discordancia
entre essas duas situacdes experimentais poderia estar relacionada a presenga de
concentragdes normais de Ca>" no meio extracelular. Surge, entdo, a possibilidade de que o

efeito potencializador do a- e do B-pineno seria provocado por aumento da entrada de Ca®"

apods o esvaziamento dos estoques provocado pela cafeina (Ufret-Vincenty et al., 1995). Essas
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observagoes sdao decorrentes dos estudos publicados em 1986, onde J.W. Putney Jr. propds o
conceito de um canal para calcio operado por estoque (SOC), que buscava entender o influxo
de calcio em células ndo excitaveis, processo originalmente chamado de entrada capacitativa
de calcio (Casteels; Droogmans, 1981). Esse canal “SOC” seria aberto ap6s esgotamento da
concentragdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico, na tentativa de reabastecer o reticulo
(Parekh; Putney, 2005).

A ativagdo dessa via também acontece apds deple¢do dos estoques ativados por
altas concentragdes de CCh (Quinn ef al., 2004). Nos experimentos realizados em ileo de rato,
apds a estimulacdo do tecido com 100 uM de CCh e sua posterior retirada por lavagens
sucessivas da preparacdo com solu¢do com baixas concentragdes de Ca’™ extracelular, os
tecidos foram colocados em contato com concentragdo normal de Ca®" (2 mM). Mesmo na
auséncia do agonista colinérgico, a adi¢do de Ca®" promove o desenvolvimento de forca
indicando que, em situagdes onde os estoques estdo depletados, a célula direciona seus
mecanismos para a captagdo de Ca’" do meio extracelular. Nossos resultados, portanto, sio
consistentes com as observacdes de Putney. Nos experimentos aqui realizados, a presenga de
a- e B-pineno produziu potencializagdo das contracdes evocadas pela adi¢io de Ca®" apos
esgotamento dos estoques intracelulares. Essa observacdo pode representar um provavel
influxo maior de Ca®" por vias capacitativas mediadas pelo a- e B-pineno. Entretanto,

experimentos adicionais serdo necessarios para confirmar essa hipotese.
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6. CONCLUSOES

Portanto, o presente trabalho demonstra, pela primeira vez, que os monoterpenos
a- e P-pineno, constituintes do Oleo essencial de diversas plantas, apresentam efeito
procinético em ratos. Em tecidos isolados, esses monoterpenos ndo afetam a contracdo
colinérgica em tiras de estdmago, mas apresentam atividade miorrelaxante em tecido
duodenal. Essa atividade inibitoria deve ser decorrente de provavel interferéncia com os
mecanismos celulares que sdo mediados pela formacdo de IP;. Além disso, como
demonstrado em ileo de rato, esses monoterpenos provavelmente ativam as vias de entrada de

Ca®" para a célula em situagdes de deplegio dos estoques intracelulares.
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