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RESUMO

Efeito espasmolidico do Oleo essencial de Lippia Sidoides Cham e do
Carvacrol no musculo liso de fundo de estbmago de rato: investigacdo da

participacdo dos canais de calcio operados por voltagens.

A Lippia sidoides é uma planta medicinal da familia Verbenaceae com
diversas atividades farmacoldgicas dentre elas antiespasmaodica. Muitas espécies da
familia Verbenaceae demonstram em sua composi¢cao 6leos essenciais, dotados de
atividades biologicas despertando assim grande interesse farmacologico por
apresentar atividade sobre a musculatura lisa. Baseado nessas premissas, 0
objetivo desse trabalho foi investigar o efeito espasmolitico do 6leo essencial (OEL)
de Lippia sidoides e carvacrol sobre musculo liso de fundo de estdmago de rato. Os
registros foram obtidos a partir de tiras isoladas de fundo de estdmago em
preparacdes para orgaos isolados através de sistema de aquisicdo de dados. Foram
adicionadas concentracées cumulativas do OEL (1-300 pg/ml) no fundo do
estbmago de rato sob o efeito dos contraturantes carbacol (CCh) e cloreto de
potassio (KCI). No estomago pré-contraido com KCI 60mM, a contracdo foi reduzida
para 50% (36,82146 + 7,9157), 80% (20,83054 + 7,32411) e 100% (-10.95499 +
7.73396), nas concentracdes de 30, 100 e 300 pg/ml (p<0,05). No estbmago pré-
contraido com carbacol e incubado com OEL, a dose de 300ug/ml reduziu a
contracdo em 100% (-45,83 + 40,33). A partir dos achados, tecidos isentos de Ca**
foram pré-incubados com o OEL (1-300ug/mL) e em seguida contraidos por curvas
cumulativas de CaCl, (0,1-0,5M - 1-2M) e constatamos que o OEL nas
concentracfes (100-300 ug/ml) foi capaz de inibir a curva da contracdo em quase
90% comparado ao grupo controle. Nos experimentos realizados com o carvacrol
foram adicionadas concentra¢cdes cumulativas na propor¢do de (10-1000 puM) no
fundo do estdbmago de rato sob o efeito dos contraturantes CCh e KCI sendo
observadas o efeito antiespasmolitico do carvacrol. Observou-se que esse composto
foi efetivo em relaxar o tecido pré-contraido com carbacol (CCh) na proporcao de
22%, 35% e 46% nas concentracdes 300, 600 e 1000 uM. No experimento realizado
com KCIl a 60 mM diminuiu as contragdes nas propor¢des de 26%, 33%, 42%, 56%,
e 70% nas concentra¢fes 30, 100, 300, 600 e 1000 uM. Na concentracao de 1000
UM de carvacrol em meio a concentracdes cumulativas de Ca?* em solucdo 0Ca**, a
concentracdo 0,5mM inibiu a contracdo em 61% (11,75 + 112). Contudo, na
concentracdo 1mM tivemos uma reducao na contracao de 86% (35,92 + 136,2) e ja
a concentracdo 2mM inibiu a contracdo em 71% (21,12 + 121,4 ug/ml). O carvacrol
relaxou 29 % da contragdo induzida por CCh na presengca de nifedipina. No
protocolo com TEA foi possivel observar que o carvacrol na concentracdo 1000uM
foi capaz de induzir o relaxamento cerca de 14% (-85,23 + 6,755) na contracéo
mantida por CCh. Constatou-se que o0 Oleo essencial de Lippia sidoides e o
carvacrol demonstram efeito antiespasmolitico envolvendo o bloqueio de canal de
calcio operados por voltagem. No estudo de ancoramento molecular realizada foi
possivel verificar que o carvacrol ocupou sitio de ligacdo distante do poro para a
entrada de célcio, podendo-se sugerir que o carvacrol possa induzir um fechamento
no canal sitio dirigido. Além disso, as energias de ligacdo do carvacrol foram
negativas -6,7 kcal/mol, variando entre -6,1 e -7,0 kcal/mol entre 09 diferentes
conformacgdes, com constantes de inibicdo entre 7 uM e 33 uM.



Palavras-chave: Oleo essencial, Lippia sidoides, carvacrol, estdbmago, efeito
espasmolitico, musculo liso.

ABSTRACT

Spasmolytic effect of the Lippia Sidoides Cham Essential Oil and Carvacrol in the
smooth muscle of the stomach of the rat: investigation of the participation of
voltage-operated calcium channels.

Lippia sidoides is a medicinal plant of the family Verbenaceae with diverse
pharmacological activities among them antispasmodic. Many species of the family
Verbenaceae demonstrate in their composition essential oils, endowed with
biological activities, thus arousing great pharmacological interest because they
present activity on the smooth musculature. Based on these premises, the objective
of this work was to investigate the spasmolytic effect of essential oil (OEL) of Lippia
sidoides and carvacrol on the smooth muscle of the stomach of the rat. The records
were obtained from isolated strips of stomach in preparations for isolated organs
through a data acquisition system. Cumulative OEL concentrations (1-300 ug / ml)
were added to the bottom of the rat stomach under the effect of the carbachol (CCh)
and potassium chloride (KCI) contractors. In the pre-contracted stomach with 60 mM
KCI, the shrinkage was reduced to 50% (36.82146 + 7.9157), 80% (20.83054 +
7.32411) and 100% (-10.95499 + 7.73396) at the concentrations of 30, 100 and 300
Mg / ml (p <0.05). In the stomach pre-contracted with carbachol and incubated with
OEL, the 300 pg / ml dose reduced contraction by 100% (-45.83 + 40.33). From the
findings, Ca2 + -free tissues were preincubated with OEL (1-300ug / mL) and then
contracted by cumulative CaCl2 curves (0.1-0.5M - 1-2M) and we found that OEL
(100-300 ug / ml) was able to inhibit the contraction curve by almost 90% compared
to the control group. In the experiments performed with carvacrol, cumulative
concentrations in the proportion of (10-1000 uM) were added to the bottom of the rat
stomach under the effect of the CCh and KCI contractors, with the antispasmolytic
effect of carvacrol being observed. It was observed that this compound was effective
in relaxing pre-contracted tissue with carbachol (CCh) in the proportion of 22%, 35%
and 46% in the concentrations 300, 600 and 1000 uM. In the experiment performed
with 60 mM KCI, the contractions were reduced in the proportions of 26%, 33%, 42%,
56%, and 70% in the concentrations 30, 100, 300, 600 and 1000 uM. At the
concentration of 1000 uM carvacrol in medium at cumulative concentrations of Ca 2+
in 0 Ca 2+ solution, the concentration 0.5 mM inhibited contraction in 61% (11.75 +
112). However, at 1 mM concentration we had a reduction in contraction of 86%
(35.92 + 136.2) and already the 2mM concentration inhibited the contraction in 71%
(21.12 £ 121.4 yg / ml). Carvacrol relaxed 29% of the CCh-induced contraction in the
presence of nifedipine. In the protocol with TEA, it was possible to observe that
carvacrol in the concentration 1000pM was able to induce relaxation about 14% (-
85,23 + 6,755) in the contraction maintained by CCh. It was found that the essential
oil of Lippia sidoides and carvacrol demonstrate antispasmolytic effect involving
voltage-operated calcium channel block. In the study of molecular anchoring it was
possible to verify that carvacrol occupied a site of attachment far from the pore for
the entry of calcium, and it may be suggested that carvacrol may induce a closure in
the directed site canal. In addition, the binding energies of carvacrol were negative -



6.7 kcal / mol, ranging from -6.1 to -7.0 kcal / mol among nine different
conformations, with inhibition constants between 7 AuM and 33 AuM.

Key words: Essential oil, Lippia sidoides, carvacrol, Stomach, spasmolytic effect,
smooth muscle.
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1 INTRODUCAO

1.1 Plantas medicinais

O uso de plantas medicinais no tratamento de doencas estomacais €
conhecido desde antiguidade (LOPEZ, 2006). Assim, muitos Sd0 os conhecimentos
empiricos obtidos através dos séculos. Com o aparecendo cada vez maior de
enfermidades que acometiam as pessoas, também, foi crescendo o numero de
praticas populares utilizadas para o tratamento de doencas.

O Nordeste brasileiro tem se destacado, por apresentar uma flora bastante
variada e rica em plantas medicinais largamente utilizadas na medicina popular com
diversas acdes (LEAL-CARDOSO; FONTELES, 1999; ABDON et al., 2002; MORAIS
et al., 2006a,b).

Em 2016, o Nordeste recebeu 1 milh&o de reais em medicamentos
fitoterapicos pelo Ministério da Saude. Segundo o ministro da salude Ricardo Barros,
a expectativa € que os fitoterapicos avancem, tanto na prescricdo médica quanto na
disponibilidade por municipios. Para o ministro, os medicamentos sintetizados a
partir de plantas medicinais ja tem seus efeitos consolidados. Ainda segundo ele, os
efeitos desses compostos no organismo humano ainda precisam ser melhor
elucidados e sdo uma 6tima opc¢éao para o tratamento de doencas por serem também
mais baratos, e por terem menos efeitos colaterais (AGENCIA BRASIL, 2016). O
Sistema Unico de Satde — SUS tem reconhecido a importancia da utilizagdo dos
fitoterapicos no tratamentos de diversas doencas entre essas doencas as
relacionadas a distlirbios gastrintestinais, e para tanto, ja elaborou um plano
plurianual, que compdem o “Programa 2015 - Aperfeicoamento do SUS” permitindo
o financiamento e o apoio ao uso de plantas medicinais e fitoterapicos no SUS de
acordo com a portaria GM/MS n° 2.001, de 3 de agosto de 2017 (BRASIL, 2017).

Ainda a grande questdo tanto para a utilizacdo quanto para a
comercializacdo dos produtos naturais no Brasil € a falta de garantia quanto efic4cia,
seguranca e qualidade dos compostos fitoterapicos com bases cientificas para a
seguranca da populacdo. O mercado é desorganizado, e o resultado € que muitos
produtos sem qualidade continuam a circular livremente para consumo da populagéo
(COLAVITTI, 2002).


http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/gm/2017/prt2001_15_08_2017.html
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Entdo, sem a comprovacao cientifica e o conhecimento apropriado do uso
desses produtos, a populacdo muitas vezes, desconhece 0s possiveis risco
existentes como por exemplo a possivel toxicidade comprovada em relacdo as
plantas medicinais, bem como ndo conhece e nem entende a forma correta de
cultivo, preparo, indicagcdes e contraindicacdes, pois acreditam que, por serem
plantas medicinais, a forma e quantidade usadas ndo trazem problemas e danos a
salde (SANTOS; NUNES; MARTINS, 2012).

1.1.1 Oleos essenciais (OELS)

Os Oleos essenciais (OELs) sédo definidos como substancias complexas
volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, oriundas do metabolismo
secundéario de vegetais. Estes podem ser aplicados em varios segmentos, como
antibacterianos, antivirais, antifungicos, inseticidas e contra o ataque de herbivoros,
bem como nos setores de higiene pessoal, perfumaria, cosmética, com um mercado
mundial girando em torno de US$ 1,8 bilhdo. A participacéo do Brasil corresponde a
apenas 0,1% deste valor sendo 80% referente ao comércio de OEL de laranja
(SIMOES; SPITZER, 2004; COSTA, 2008).

A sua acdo pode ser de maneira individual, aditiva ou sinérgica, 0s mesmos
sdo dotados principalmente de mono e sesquiterpenos e fenilpropanoides,
metabdlitos que conferem suas caracteristicas organolépticas (B1ZzZO; HOVELL,;
REZENDE, 2009). Dentre as plantas presentes no Nordeste brasileiro produtora de
OELs pode citar a Lippia sidoides (L. sidoides), conhecida popularmente como
“alecrim-pimenta”. Essa planta medicinal da familia Verbenaceae, nativa do
Nordeste brasileiro principalmente nos estados do Ceara e Rio Grande do Norte,
propria da vegetacdo do semiarido, que apresenta comportamento caducifélio, porte
ereto, com até trés metros de altura e possui folhas aromaticas e picantes. A L.
sidoides é uma planta aromética, de uso medicinal popular e rica em carvacrol (fenol
monoterpendides biosintetizados em plantas a partir do y-terpineno e p-cimeno)
(BASER; DEMIRCI, 2007; LORENZI; MATOS, 2008).

O Brasil tem lugar de destaque na producdo de OELs ao lado da india, China
e Indonésia, que sdo considerados os 4 grandes produtores mundiais. A posi¢édo do
Brasil deve-se aos OELs de citricos, que sdo subprodutos da industria de sucos.

Apesar de tal destaque, o Brasil enfrenta problemas cronicos como falta de
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manutencgao do padréo de qualidade dos OELSs, representatividade nacional e baixos
investimentos governamentais no setor. Recentemente, foi fundada a ABRAPOE
(Associacdo Brasileira de Produtores de Oleos Essenciais) que busca, entre outras
metas, colaborar na aproximacdo entre os produtores e 0s centros de pesquisa
nacionais para agregar qualidade aos OELs através de pesquisa e estudos de
padronizacao, fornecer dados atualizados de mercado e representar a area frente
aos orgaos e programas governamentais (BlZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

1.2 Familia Verbenaceae e o género Lippia

A familia Verbenaceae compreende cerca de 32 géneros e 480 espécies
distribuidas nas regifes tropicais e subtropicais, nas regides temperadas do
Hemisfério Sul e poucas nas regides temperadas do Hemisfério Norte (SOARES;
TAVARES-DIAS, 2013; SALIMENA; MULGURA, 2015).

Exemplos comuns no Nordeste do Brasil sdo os arbustos conhecidos como
Camara Chumbinho (Lantania camara), Alecrins (Lippia spp) e as arvores Mangue-
canoé (Avicennia), Taruma (Vitex spp) etc (CRAVEIRO et al., 1981).

O género Lippia € o segundo maior da familia Verbenaceae, com
aproximadamente 200 espécies de ervas, arbustos e pequenas arvores em trés
centros de dispersdo, sendo o Brasil o maior deles, com 111 espécies, que se
destacam por seu aspecto chamativo no periodo da floracdo e por seu aroma forte e
geralmente agradavel (PASCUAL, 2001; GOMES, 2009). O género Lippia é
conhecido por apresentar, principalmente, atividade antimicrobiana, antiinflamatoria,
antioxidante e larvicida (MENDES et al., 2010; DAMASCENO et al., 2011).

No Nordeste do pais as espécies de Lippia sdo usadas na medicina popular
para o tratamento de resfriados, gripes, bronquites e tosse. Em muitos casos, as
partes usadas sao as folhas e flores na forma de infusdo ou decocto administradas
oralmente ou através de emplastos (PASCUAL et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2006).
Matos (2002), sugere essa espécie como antisséptica local, no tratamento da
seborréia, na cura de impingem e dermatoses.

A espécie apresenta propriedades medicinais destacando-se por apresentar
altos teores de monoterpenos. Os compostos quimicos presentes no OELSs,

principalmente os monoterpenos carvacrol e timol, tem apresentado forte acgao
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contra bactérias e fungos (ALBUQUERQUE et al.,, 2006; GOMES; NOGUEIRA;
MORAES, 2011).

O objeto desse estudo, a planta L. sidoides, popularmente conhecida no
Nordeste como “alecrim pimenta”, € bastante utilizada na medicina popular para
tratamento de doencas de origem bacteriana e fungicas (MATOS; OLIVEIRA, 1998).
A folhagem canforada da L. sidoides é indicada como agente antiséptico tépico para

pele, superficie mucosa e infeccbes de garganta (LEMOS et al., 1990).

1.2.1 A Lippia sidoides

Figura 01. A planta Lippia sidoides. Fonte: http://www.verdeefolha.com

A L. sidoides, conhecida popularmente como alecrim-pimenta, € uma planta
arbustiva com folhas grosso-serreadas, de tamanho variavel, medindo até 8 cm,
revestidas de pelos em ambas as faces. As flores sdo brancoamarelas, pequenas e
dispostas em inflorescéncias subglobosas e subpiramidais (CRAVEIRO et al., 1981)
(Figura 01).

E uma espécie nativa do Nordeste brasileiro, encontrada principalmente nos
estados do Ceara e Rio Grande do Norte. Grande parte das plantas do género Lippia
sdo aromaticas, destacando-se a L. sidoides por seu uso medicinal popular,
principalmente como antisséptico (LEMOS et al., 1990; MATOS; OLIVEIRA, 1998).
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Sua folhagem é geralmente utilizada para tratamento de acne, ferimentos,
infecgbes da pele e do couro cabeludo. A infusdo tem sido usada na medicina
popular em inalacdes, rinite alérgica e no tratamento das infec¢des vaginais, da boca
e da garganta (MATOS; OLIVEIRA, 1998).

1.2.1.1 O ¢6leo essencial da Lippia sidoides

O OEL da L. sidoides € extraido de suas folhas por destilacdo a vapor e é
constituido majoritariamente por timol e carvacrol (50-70%), e outras substancias,
como o felandreno, cariofileno e mirceno.

Seu OEL essencial possui grande valor comercial e farmacologico, devido aos
constituintes encontrados nas folhas, com atividade inseticida, fungicida, bactericida,
leishimanicida, larvicida, acaricida, anti-inflamatoéria e antiespasméddica (LEMOS et
al., 1990; LACOSTE et al., 1996; BOTELHO et al., 2007; FONTENELLE et al., 2007,
CAVALCANTI et al., 2010; PINHO et al., 2012; CARVALHO et al., 2013).

O OEL inibe o crescimento dos fungos das espécies Microsporum canis,
Microsporum pachydermatis e Candida spp. (FONTENELLE et al., 2007) e seus
componentes majoritarios (timol e carvacrol) apresentam atividade antimicrobiana
contra bactérias, incluindo espécies do género S. mutans, S. mitis, S. salivaris, S.
sanguis e Candida albicans (BOTELHO et al., 2007) e reduzem a severidade da
gengivite, placa bacteriana e inflamacdo (GIRAO et al., 2007; BOTELHO et al.,
2007).

Estudos também relataram atividade larvicida e ovicida do OEL contra larvas
de Aedes aegypti (CAVALCANTI et al., 2004) e contra larvas e ovos do nematodeo
Haemonchus contortus (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2007).

O OEL possui também atividade acaricida, demonstrado por Cavalcanti et al.
(2010), através de experimentos com Tetranychus urticae Koch, que o OEL e seus
componentes volateis causaram a morte desses fitoparasitas.

Monteiro et al. (2007) mostraram que o OEL reduziu a inflamagédo aguda
induzida por TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato) na orelha de camundongos,
bem como reduziu lesbes gastricas induzidas por etanol.

Silva et al. (2010) avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato metandlico
de L. sidoides frente a isolados de Staphylococcus aureus de origem humana

hospitalar e todas as amostras mostraram-se sensiveis a agéo do extrato.
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A administracdo aguda do OEL acima de 3 g/kg por via oral, em
camundongos, ndo apresentou toxicidade. Em ratos, a administragdo oral por 30
dias do OEL (117.95 mg/kg/dia), ndo induziu nenhuma alteracdo significativa
histopatologicamente, hematologicamente ou bioquimicamente (FONTENELLE,
2008).

2 Os constituintes

OH

OH

carvacrol timol

Figura 02. Estrutura molecular do carvacrol e do timol. Fonte: Costa et al. (2017).
2.1 O Carvacrol

O carvacrol € um fenol monoterpendide quimicamente denominado 2-metil-5-
(1-metiletil)-fenol ou isopropyl-0-cresol, possui férmula molecular CgH1206,
CeH3(OH)(C3H;) e peso de 150,22 g/mol (Figura 2). Em temperatura ambiente,
apresenta-se na forma liquida de coloracdo amarelo claro com densidade igual a
0,975 g/ml. Possui caracteristica pungente e odor aromatico, semelhante ao
orégano. Seu ponto de fusdo é de 2° C e seu ponto de ebulicdo é de 234° C. Sua
DL50 é igual a 100 mg/Kg (CARVALHO et al., 2003).

Essa sustancia apresenta-se como um dos principais constituintes do OEL da
L. sidoides (66,7%) (BOTELHO et al., 2007), e da Lippia gracilis (44,43%) (SILVA et
al., 2008).
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Por sua baixa toxicidade é aprovado como um aditivo alimentar seguro nos
Estados Unidos da América e Europa e também foi avaliado como seguro para o uso
topico (ANDERSEN, 2006; GURIB-FAKIM, 2006).

Atualmente, o carvacrol é usado em baixas concentracdes, demonstrando
assim uma variedade de propriedades bioldégicas e farmacoldgicas, incluindo
antioxidantes, antibacterianos, antifingicos, anticancerigenos, antiinflamatérios,
hepatoprotectores, espasmoliticos e vasorelaxantes (CHAVAN; TUPE, 2014;
ARIGESAVAN; SUDHANDIRAN, 2015; SANCHEZ; AZNAR; SANCHEZ, 2015).

Em mdasculo liso traqueal e vascular, o carvacrol em baixas concentracdes
relaxa as contragfes induzidas por alta concentracdo de potassio extracelular e
também induzidas por agonistas de receptores ligados a proteina G (BOSKABADY;
JANDAGHI, 2003; PEIXOTO-NEVES et al, 2010; BOSKABADY; JAFARI;
POURABOLI, 2011), indicando que o carvacrol tem um grande potencial como
agente terapéutico.

Segundo Magyar et al. (2004), o carvacrol inibiu correntes de célcio (Ca®") do
tipo L em cardiomidcitos de caninos e humanos.

Esse monoterpeno carvacrol mostrou ser efetivo em bloquear o potencial de
acdo composto no nervo ciatico (GONCALVES et al., 2010).

O carvacrol mostrou ter também potente atividade antiinflamatéria pela
inibicdo ndo-seletiva de ambas as isoformas da ciclooxigenase (COX) (LANDA et al.,
2009) e também por suprimir a expressao da isoforma COX-2 (HOTTA et al., 2010).

Plantas que tem em seus extratos o carvacrol como principal constituinte,
apresentam acdo analgésica em modelos animais diversos (AMANLOU et al., 2005;
CHIU et al., 2012). Pesquisas em modelo experimental in vitro mostraram que o
carvacrol isoladamente reduziu as contorcbes abdominais induzidas por &cido
acético e inibiu as fases iniciais (dor neurogénica) e tardias (dor inflamatéria) do
teste de lambida de pata induzida por formalina (LU; WU, 2010).

Estudos realizados em aortas isoladas de ratos, pré-contraidas com cloreto de
potassio (KCI) ou fenilefrina, e que foram tratadas com carvacrol mostraram que o
carvacrol apresentou um relaxamento independente do endotélio, provavelmente
envolvendo a via de transducéio de liberacdo do Ca?* no reticulo sarcoplasmatico
(PEIXOTO-NEVES et al., 2010).
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2.2 O Timol

O timol, também chamado de 2-isopropil-5-metil-fenol, € um terpeno de
féormula quimica CyoH140 (Figura 2). Trata-se de uma substéncia encontrada
abundantemente no OEL de L. sidoides Cham. (Verbenaceae). Estudos anteriores
demonstraram que o OEL de algumas espécies nativas do Nordeste brasileiro
possui cerca de 60% de timol em sua composi¢cdo (FONTENELLE et al., 2007).

O timol apresenta-se em forma de cristais grandes transltcidos incolores ou
brancos. Possui odor aroméatico, semelhante ao tomilho (T. vulgaris), e paladar
pungente com um leve efeito caustico sobre os labios. E uma substancia pouco
soliuvel em &gua. Seu ponto de fusdo é 52° C, permanecendo liquido em
temperaturas consideravelmente mais baixas, enquanto que seu ponto de ebulicdo é
233° C.

Os compostos com estruturas fendlicas tais como timol, possuem alta
atividade in vitro contra bactérias Gram negativas e Gram positivas (DORMAN;
DEANS, 2000). Estudos de Botelho et al. (2007) demonstraram que o timol inibiu
crescimento de patdgenos orais como Streptococcus mutans e Candida albicans,
contribuindo para a manutencdo da higiene oral. Timol e carvacrol, seu isébmero,
inibiram o crescimento de biofilmes pré-formados de Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis (NOSTRO et al., 2007; KARPANEN et al., 2008),
apresentaram efeito antioxidante sobre hexanos (LEE et al., 2005) e efeito relaxante
sobre o musculo liso da aorta (PEIXOTO-NEVES et al., 2010).

O timol é o segundo constituinte mais abundante (25,16%) no OEL de
Satureja thymbra o qual apresentou atividades, bactericida, fungicida, bacteriostatica
e fungistatica (GIWELI et al., 2012). Begrow et al. (2010) relataram que o timol e
carvacrol sdo responsaveis pelo feito antiespasméddico do extrato da planta Thymus
vulgaris em ileo e traqueia.

Monteiro et al. (2007), demonstraram que o timol tem um efeito
anticarcinogénico, suprimindo a proliferacdo e promovendo o inicio da apoptose das
células do melanoma B16F10 em camundongos. Sendo o mesmo o principal agente
antioxidante do OEL, através do ensaio antioxidante de remog¢édo do DPPH (1,1-
difenil-2-picril-1drazll).

O timol aumenta a liberacdo de Ca*" induzida por despolarizagéo no reticulo

sarcoplasmatico, agindo diretamente nos canais de Ca?* (CCa) do reticulo
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sarcoplasmatico (receptor rianodina). Utilizando-se de microscopia confocal,
demonstraram que o timol aumenta a probabilidade do canal de Ca** estar no estado
aberto e a duracéo do estado aberto do canal (SZENTESI et al., 2004).

Timol exibiu um efeito supressivo dependente de concentracdo no pico das
correntes de Ca" (Ica) e de K (I) nas fibras do musculo esquelético de rato,
alterando a ativacdo e a inativagdo dessas correntes (SZENTANDRASSY et al.,
2003) e um efeito supressor das correntes de Ca* e das correntes K* dos tipos: Ik,
(Corrente de saida de K%), Ixs (corrente de K' retificadora tardia) e |, (corrente
transitoria de efluxo de K*) em cardiomiocitos ventriculares de humanos e caes
(MAGYAR et al., 2002) e induziu efeitos vasorelaxantes em musculo liso de aorta de
ratos, independente da integridade do endotélio vascular (HAESELER et al., 2002;
PEIXOTO-NEVES et al., 2010).

Adicionalmente, timol e carvacrol aliviaram os danos cognitivos causados por
niveis aumentados de beta-amiléide ou hipofuncao colinérgica em ratos. Atividades
anticolinesterase, antioxidante, e anti-inflamatdria podem ser os mecanismos que
contribuem para tais efeitos benéficos (AZIZI et al., 2012).

O ensaio toxicoldgico agudo demonstrou baixa toxicidade do timol,
destacando uma DL50 de 1,8 g/kg por via oral em ratos (SOUZA; MATOS, 1991).

3 O mecanismo contratil do musculo liso

A contracdo do mausculo liso, assim como nos outros tecidos musculares,
ocorre a partir da interacdo entre as proteinas contrateis miosina e actina, sendo
dependente da concentracdo do fon Ca®" no citoplasma. O aumento dos niveis
desse ion, oriundo outrora do meio intracelular outrora do meio extracelular,
desencadeia cascatas de sinalizacdes que levam ao evento contratil (ALLEN;
WALSH, 1994; MCFADZEAN; GIBSON, 2002; GUYTON; HALL, 2006; BERNE et al.,
2009).

O musculo liso intestinal é do tipo unitario, de modo que a estimulacao elétrica
de uma célula é seguida pela estimulacdo elétrica das células musculares
adjacentes, uma vez que suas celulas se comunicam por juncdes intercelulares de
baixa resisténcia elétrica, gap-junctions. As fibras musculares estdo dispostas em
feixes e sdo inervadas por um unico neurbnio, formando uma unidade motora.

Quando o neurdnio secreta seus neurotransmissores, as células mais proximas sao
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excitadas, mas a estimulacdo é repassada a todas as células, gracas as gap-
junctions. Isso leva a onda de contracéo, peristaltismo (AIRES, 2012).

O Reticulo Sarcoplasmatico (RS) possui a capacidade de estocar Ca®*, e que,
ao ser estimulado, libera esse ion para o citoplasma. No entanto, por possuir um RS
pouco desenvolvido, o musculo liso para contrair depende do influxo deste ion
através de canais para Ca®" operados por voltagem (VOCCs) dependentes da
variacdo do potencial de membrana, operados por receptor (ROCCs), dependentes
de ligante, ou operados por estoque (SOCC) ativados pela deplecéo das reservas de
Ca®* no RS (RUSSEL, 1986; MCFADZEAN; GIBSON, 2002; SWEENEY et al.,
2002).

O RS possui grande importancia em relagdo & concentracdo de Ca®* no meio
citoplasmatico. Ele possui uma proteina em sua membrana, a Ca** ATPase dos
Reticulos Endoplasmatico e Sarcoplasmatico (SERCA) que transporta o Ca?* do
citoplasma contra um gradiente de concentracao (de forma lenta), recuperando os
seus estoques, participando da diminuicdo da concentracao intracelular deste ion.

O RS favorece uma rapida disponibilizacdo do fon Ca®* para o meio
intracelular através de dois canais especificos, um ligado ao receptor de inositol
trifosfato (IP3R) e outro ligado ao receptor de Rianodina (RYR) (FLYNN et al., 2001;
BLAUSTEIN et al., 2002; RUEDA; GARCIA; GUERRERO-HERNANDEZ, 2002;
GUYTON; HALL, 2006; NG et al., 2007; BERNE et al., 2009).

Caso a membrana do musculo liso do estomago seja estimulada ocasionando
uma variacdo das concentracBes de ions entre os meios intra e extracelular, a
referida membrana pode sofrer um processo conhecido como despolarizagdo, ou
seja, variagdo do seu potencial de repouso para niveis mais positivos. Este
fenbmeno promove uma mudanca na conformacdo dos VOCCs, provocando a sua
abertura, permitindo a passagem de Ca®*, aumentando a concentracéo intracelular
do fon Ca?*, desenvolvendo a contracdo. Uma pequena elevacdo de Ca®" estimula
0s RYR, liberando 0o Ca®** que se encontra armazenado no RS, aumentando ainda
mais a concentracdo desse ion no citoplasma. A este tipo de estimulacdo e a
cascata de sinalizacdo que se segue denominamos acoplamento eletromecanico
(BERRIDGE, 1993; MCFADZEAN; GIBSON, 2002; WEBB, 2003; BERNE et al.,
2009).

O musculo liso também pode contrair por acoplamento farmacomecanico,

onde ndo ocorre uma alteracdo do potencial de membrana celular para desencadear
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a contracdo. Nesta situacdo, o aumento do Ca?* intracelular acontecera através da
combinacdo da liberacdo dos estoques intracelulares de Ca*" por sinalizacdo
intrinseca e da entrada do ion através da abertura dos ROCCs (MCFADZEAN;
GIBSON, 2002). No estdbmago, a sinalizacdo € estimulada por receptores de
cloridrato de acetilcolina ou acetilcolina (ACh) do tipo muscarinico M3. Os
Receptores Muscarinicos (MR) também podem ser ativados por Cloreto de
Carbaminocolina — ou Carbacol (CCh), uma analogo da ACh que néo é degrado pela
acetilcolinesterase, propiciando um estimulo de contracdo mais prolongado (ROUX
et al., 1997).

Os receptores de membrana, que podem desencadear a contracdo do
muasculo liso, possuem 7 (sete) segmentos transmembrana, dos quais 2 (dois)
segmentos extracelulares estdo disponiveis para a ligacdo do agonista e um
segmento intracelular esta acoplado a proteina G (HEDIN; DUERSON; CLAPHAM,
1993).

A proteina G é composta de 3 nucleotideos de Guanina (heterotrimero apy)
de alta afinidade, quando esta proteina se encontra acoplada a Difosfato de
Guanosina (GDP). Ao sofrer acdo do ligante, o receptor de membrana ativa a
proteina G, que substitui o GDP por Trifosfato de Guanosina (GTP), perdendo
afinidade entre os nucleotideos. Assim, a subunidade a-GTP ativara a subunidade
da Fosfolipase C (PLC), sofrera hidrolise e reassociard ao complexo proteina G
(BERSTEIN et al., 1992; LOGOTHETIS et al., 1987). A PLC ativada ira clivar o
Fosfatidilinositol 4,5- Difosfato (PIP,), gerando Diacilglicerol (DAG) e inositol
trifosfato (IP3) (BERSTEIN et at., 1992; KOTLIKOFF; KUME; TOMASIC, 1992;
ROUX et al., 1997).

Em seguida o IP3 ativara o IP3R no RS, que irar ativar os receptores de RYR
que abrira os CCa do reticulo sarcoplasmético, aumentando a concentracdo
citosdlica do fon CA* (BERRIDGE; GALIONE, 1988; BERRIDGE, 1993;
MIKOSHIBA, 2003; WEBB, 2003). O DAG ira ativar a Proteina Quinase C (PKC),
que estimula a atividade da Fosfolipase A2 (PLA2), liberando o Acido Aracdénico
(AA) para a via das COX, transformando-o em prostaglandina e tromboxano,
mediando fatores de transcricdo génica e de crescimento (BILLINGTON; PENN,
2003).

Seja por acoplamento eletromecénico ou farmacomecéanico, o aumento da

concentracdo de Ca*" no citosol sinalizara uma cascata de reacdes para o aparelho
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contratil do musculo liso. A proteina Calmodulina (CaM) ligar-se-a a 4 jons Ca**, e
entdo o complexo Ca**-Calmodulina (CaCM) ativara4 a Quinase da Cadeia Leve de
Miosina (MLCK), que fosforila a Cadeia Leve de Miosina (MLC) regulatéria. Ainda, a
MLCK ativa a ATPase para fornecer energia que possibilita a juncéo actina-miosina,
ativando o ciclo das pontes cruzadas, analogas ao musculo esquelético, provocando
a contracao (ALLEN; WALSH, 1994; WEBB, 2003; BERNE et al., 2009).

Para completar o entendimento, a Fosfatase da Cadeia Leve de Miosina
(MLCP) provoca a desfosforilacdo da MLC, acarretando a inibicdo do aparelho
contrétil. Apesar do fato de que os mecanismos de atuacdo da MLCP ainda nao
foram bem elucidados, afirma-se que a relacdo entre as atividades da MLCK e da
MLCP e gue regula a contracdo do musculo liso (BERNE et al., 2009).

A regulacdo da contracéo € necessaria a partir do instante em que ocorrem as
alteracbes na concentracdo de Ca®'. No inicio da contracdo, conhecido como
momento fasico, a fosforizacdo e a forca, consequentemente, alcancam seu pico,
com a tendéncia de logo retornarem a seus valores basais, relaxando o midcito. Isto
nado acontece por causa da fase tbnica da contracdo, onde a forca aumenta
lentamente e se mantém alta por um periodo maior. Mesmo com a saida de uma
grande quantidade de Ca®*, a manutencdo de 20 a 30% das pontes cruzadas
fosforiladas sustenta a forca de contracéo, reduzindo o gasto de adenosina trifosfato
(ATP), importante fendmeno para um tecido que depende de glicélise. Este
mecanismo € conhecido como estado de trava, pois a atividade da MLCP é mais
lenta que a da MLCK. Assim, o relaxamento ocorrera quando a concentracdo de
Ca?" atingir valores que ndo possibilitem a formacédo do complexo CaCM, ou na
atuacao de outros mecanismos (GUYTON; HALL, 2006; BERNE et al., 2009).

O tipo de agonista utilizado para contracdo, a sua concentracdo, o tipo e a
localizacdo do musculo liso a ser investigado determinam se serdo utilizadas fontes
extracelulares e /ou intracelulares de Ca?*, bem como se o Ca®" entrara na célula
por VOCCs e/ou ROCCs (RUSSEL, 1986).
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Figura 03. Mecanismos bioquimicos da contracdo do musculo liso. Fonte: Adaptado

de Travassos, 2010.
3.1 Relaxamento do musculo liso

Como ja mostrado anteriormente, a MLCP é um importante mecanismo para
produzir o relaxamento do musculo liso, porém ndo é o Unico nem este age sozinho
nesse processo de contragdo sozinho. A diminui¢cdo do estimulo e a acdo de outras
substancias também participam deste processo (WEBB, 2003). Na retirada do Ca**
do citosol em concentracées mais baixas, a MLCP atua separando o fosfato da MLC
reguladora, desativando o processo de contracdo (BERNE et al., 2009).

Os mecanismos de remocdo do Ca?* do meio intracelular sdo importantes
para o processo de relaxamento. A SERCA, um trocador 3Na*/ Ca?*, e Ca-Mg-
ATPase ajudam a recuperacéo das reservas de Ca®" e a sua expulsdo da célula
(HONDA; TOMITA, 1987; WEBB, 2003; BERNE et al., 2009). A reducdo dos
estoques no RS e/ou o aumento da concentracdo extracelular provoca a liberacéo

de fatores de influxo de Ca** pelo préprio RS, capaz de ativar canais SOCC



29

presentes na sua membrana e no sarcolema (BERNE et al., 2009). A captacao do
ion pela mitocondria também participa da sua remocao, mas as células de musculo
liso geralmente possuem esta organela pouco desenvolvida (ROUX; MARHL, 2004).

A hiperpolarizagdo da membrana e o aumento da concentragdo de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc) e de Monofosfato Ciclico de Guanosina (GMPc) no
mioplasma pela a atuacdo da Adenilato Ciclase (AC) e Guanilato Ciclase (GC) —
estas podendo ser ativadas por agentes farmacoldgicos — sdo outros meios pelos
quais conduzem ao relaxamento (MCFADZEAN; GIBSON, 2002; WEBB, 2003;
GUYTON; HALL, 2006).

O GMPc tem a capacidade de ativar canais para K' e inibir os canais
catiobnicos de entrada, conduzindo assim, o potencial de membrana para valores
mais negativos, reduzindo o influxo de Ca**, estimulando com isso, a reposicdo dos
estoques de Ca?* no RS, ativando desta forma as SERCA e reduzindo a
concentracdo de IP3 ao inibir a PLC (GUYTON; HALL, 2006; BERNE et al., 2009).

A atuacdo da AMPc se da pela diminuicdo da fosforilacdo por parte da MLCK,
reduzindo a concentracdo de Ca*" através da ativacdo dos canais de remocdo do
ion (BAI; SANDERSON, 2006).

O AMPc age diminuindo a fosforilagdo por parte da MLCK, reduzindo a
concentracdo de Ca®" por meio da ativacdo dos canais de remocdo do fon (BAI;
SANDERSON, 2006). Ele também ativa a Proteina Quinase A (PKA), que atua sobre
a proteina G e PLC, inibindo a lise do PIP; e reduzindo a afinidade do IP3R por
fosforilacdo. Com isso acontece a diminuicdo da concentracdo de Ca?', e da
afinidade da MLCK pelo CaCM e com isso, promove o efluxo de K+ (BILLINGTON;
PENN, 2003). Webb (2003) demonstra um esquema de alguns processos para o

relaxamento do musculo liso, apresentado na Figura abaixo.
4 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A influéncia das plantas medicinais na producdo de farmacos tem sido de
grande relevancia e um exemplo sdo as drogas antitumorais e antimicrobianas, das
quais 60% disponiveis no mercado sédo derivados de produtos naturais (TUROLLA,
NASCIMENTO, 2006; CALIXTO; SIQUEIRA JUNIOR, 2008).
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O crescente interesse em se estudar e conhecer a fundo os mecanismos de a
acdo das plantas medicinas, aliado a grande diversidade das floras brasileira
nordestina, colocam o Brasil em uma posicdo favoravel na corrida em prol da
descoberta de novos agentes terapéuticos para tratamentos de diversas patologias.

No Nordeste do Brasil, a precaria assisténcia a saude de boa parte da
populacdo associada a diversidade de espécies torna a utilizacdo dessas plantas
uma pratica rotineira para tratamento de diversas enfermidades. As substancias
biologicamente ativas presentes nos OELs ou extratos de diferentes partes dessas
plantas séo retidas através de chas, infusdes, extratos e utilizadas na medicina
popular contra coélicas intestinais, dores de cabeca, inflamacgbes, infeccdes
bacterianas, fungicas, dentre outras (TEOFILO, 2012).

Conforme evidéncias cientificas citadas na revisdo de literatura sobre a L.
sidoides e o carvacrol, essa planta e seu composto majoritario supracitado €
bastante utilizada na medicina popular com diversas acdes, apesar de nao existirem
registros de estudos de sua atividade antiespasmolitica sobre o muasculo liso de
estbmago (BEGROW et al., 2010)

Devido a importancia da musculatura lisa para o controle das atividades
motoras gastrintestinais, diversas pesquisas sao realizadas em busca de se
entender as repercussdes de alteracdes sobre os padrdes normais de contratilidade
dessa musculatura.

Desta forma, considerando a importancia de se conhecer a diversidade de
plantas com finalidades terapéuticas e os poucos estudos para o estado do Ceara,
bem como o interesse em investigar a atividade espasmolitica de espécies que
apresentam os OELs como constituinte quimico reside no fato de que esses
produtos podem exercer diferentes acfes em processos fisiopatoldgicos distintos,
tais como: asma, hipertensdo, disfuncdo erétil, diarreias e espasmos intestinais
(HUBINONT; DEBIEVE, 2011). O processo de contracdo de varios musculos lisos, a
exemplo do o estdbmago, € complexo e depende de varios elementos fisiol6gicos
torna-se necessaria conhecer e descrever o mecanismo da atividade espasmolitica

da L. sidoides e do carvacrol.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Avaliar as acOes farmacoldgicas do 0leo essencial (OEL) de Lippia sidoides e
seu constituinte majoritario carvacrol, na contratilidade da musculatura lisa de fundo

de estbmago de ratos.

5.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito do OEL e do carvacrol no ténus basal do musculo liso de
fundo de estébmago de rato.

Caracterizar o efeito OEL e carvacrol sobre parametros contrateis do musculo
liso de fundo de estbmago de rato.

Investigar o mecanismo de acdo dos referidos agentes em estudo na
contratilidade do fundo de estébmago.

Determinar o mecanismo molecular da ligacdo do carvacrol aos VOCCs
através de docagem.

Investigar o papel do OEL e do carvacrol sobre os canais de K”.
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6 MATERIAS E METODOS
6.1 Oleo essencial (OEL)

O OEL de L. sidoides utilizado nesse estudo foi adquirido pelo o Laboratério
de Produtos Naturais (LPN) da Universidade Federal do Ceara (UFC). Por suavez o
carvacrol foi adquirido pelo Sigma Chemical Corporation (St. Louis, Missouri, USA),
Merck (Darmstandt, Germany) ou Reagem (Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

A identificagcdo dos constituintes do OEL foi feita por GC/MS (Gas
Cromatografy/Mass Spectrometry) nas condigbes a seguir: coluna capilar de silica
fundida a uma camada de Dimetilpolisioxano DB-1 (30 m x 0,25 mm de
comprimento); gas carreador: He (1 ml/min.); temperatura do injetor: 250 °C; detector
de temperatura: 200 °C; temperatura da coluna: 35-180 °C; impacto eletrénico 70 eV
e por pesquisa literaria, indice de retencdo e interpretacdo visual do espectro de
massa (ADAMS, 2001).

6.2 Solugdes e drogas

Os sais e drogas utilizados nos experimentos apresentaram grau de pureza
analitica e foram obtidos das empresas Sigma Chemical Corporation (St. Louis,
Missouri, USA), Merck (Darmstandt, Germany) ou Reagem (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil).

Como solugao nutridora foi utilizada Tyrode contendo (em mM): NaCl 9,251g;
KCI 0,2982g; MgCl, 0,2134g; NH,PO4 0,0503g; NaHCO3 0,8401g; CaCl2 0,2219g e
glicose 1.1096g, com pH ajustado para 7,4 na temperatura de 37 °C.

Solucdes isentas de fons Ca?* foram preparadas de acordo com os protocolos
descritos por Cuthbert et al. (1994) por meio da omissdo de CaCl, e &cido etileno
glicol tetracético (EGTA), um classico e tradicional quelante de Ca?".

A solucéo de cloridrato de carbamilcolina ou CCh e outras foram preparadas
pela diluicdo da substancia pura em agua destilada. Preparou-se a solucdo de
nifedipina pela diluicdo da substancia pura em etanol e a solugéo de éster de forbol
(DBP — 12, 13 dibutirate phorbol ester) pela diluicdo da substancia pura em
dimetilsulféxido (DMSO). Substancias fotossensiveis foram cuidadosamente

protegidas da luz.
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Solucdes estoques de OEL e carvacrol, foram preparadas imediatamente
antes da realizacdo dos protocolos experimentais dissolvendo-os diretamente em
DMSO a 10% e, em seguida, homogeneizadas no agitador Vortex.

A partir das solucdes estoques foi pipetado, diretamente no banho de
perfusdo, um volume adequado para fornecer uma determinada concentragdo do
OEL e do carvacrol. Ao final de um protocolo experimental, a concentracao final de

DMSO a 10% dentro da camara de perfusdo néo ultrapassou 0,1%.

6.3 Ancoramento Molecular

O ancoramento molecular consiste em prever a conformacao bioativa de uma
molécula (ligante) no sitio de uma macromolécula seguida de avaliacdo e
classificacdo do modo de ligacdo proposto (MOITESSIER et al., 2008). A proteina
VOCC (PDB ID: 4MS2), uma estrutura determinada por cristalografia de raios-X
obtida do Banco de dados de proteinas RCSB, com uma resolucao de 2,75 foi usada
como estrutura fixa para o método de ancoramento e foi considerada livre de
ligantes. Moléculas de agua também foram removidas por simulacdo de docagem
usando Autodock tools (ADT). Atomos de hidrogénio foram adicionados a proteina
usando a ferramenta de docagem automatica, AutoDock 4.2.

A estrutura 3D do carvacrol foi desenhado usando Maestro (release 2016-1) e
a simulacdo de ancoramento automatico foi realizado utilizando ADT para acessar
as orientacfes de ligacdo apropriadas e as conformacfes das moléculas ligantes
com diferentes inibidores. Um método de algoritmo genético Lamarquiano foi
implementado no programa Autodock 4.2. Para os calculos, as cargas de Gasteiger
foram adicionadas por padrdo e as ligacGes rotacionaveis foram selecionadas pelo
Autodock tools e todas as tor¢bes foram permitidas para rotacionar. Os mapas da
grade foram gerados pelo programa Autogrid onde a grade teve o tamanho de
126x126x126 pontos com um espaco padrdo de 0.375 A entre os pontos da grade
cobrindo favoravelmente toda a area de ligacdo. O centro X, Y, Z foi -16.535, -
11.122, 54.388, respectivamente.

O protocolo de ancoramento molecular rigida consistiu em 10 algoritmos
genéticos independentes e outros parametros usados por padrdo pelo ADT. Os

aspectos de ligacdes do carvacrol e seus correspondentes escores de afinidade de
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ligacdo sdo considerados como melhor interacdo molecular. Os resultados foram
visualizados e analisados usando ADT, Maestro, Pymol e Discovery Studio.

6.4 Animais e preparo do tecido

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus), do sexo masculino, com
massa corporal entre 150-250 gramas, oriundos do Biotério Central da UFC e
mantidos em nosso laboratorio sobre 0s nossos cuidados. Os animais foram
mantidos em caixa de propileno em ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso
a agua e racdo. O estudo foi feito tomando por base o0s principios e normas
internacionalmente existentes em vigor para a utilizacdo de animais em projetos de
pesquisa, tendo como principais fundamentos a ética e normais legais que regem a
pesquisa com animais, estabelecidos pela lei 11.794/08, estando de acordo com a
ética e regimentos legais do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal).
O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade
Federal do Ceara - UFC, tendo obtido parecer favoravel, sob o numero de protocolo:
N° 2928040518.

Os animais foram anestesiados com Tiopental sodico, agente barbitdrico de
ultracurta duragao por via intraperitoneal na dose de 40 mg/kg (THURMON;
TRANQUILLI; BENSON, 1996), e através de exanguinacdo por secc¢ido da aorta
abdominal e veia cava inferior.

O animal foi colocado em decubito dorsal e feito uma incisdo no abdémen
para retirada o estbmago e em seguida feito tiras longitudinais de fundo de
estbmago medindo 1,5-2 cm, onde foram montadas em camaras organicas com
volume de 10 ml, contendo solugcdo de Tyrode, a temperatura de 37 °C, pH= 7.4,
oxigenadas com mistura de 5% de CO, e 95% de O, logo em seguida foi fixada
uma extremidade do tecido a base fixa e a outra a um transdutor de forca isométrico
(modelo Panlab S.L, Barcelona, Espanha). Foi aplicada ao tecido uma tenséo de 1 g

por um periodo de equilibrio de 60 minutos.
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Figura 04. Esquema ilustrado da preparacgao de tecido gastrintestinal isolado.
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Fonte: Laboratério de Farmacologia do Musculo Liso (LAFARMULI).

Adaptado por Francisco Rafael Oliveira da Silva

Sob aspectos gerais, ap6s o periodo de estabilizacdo de todos os protocolos,
foram induzidas, duas contracfes subsequentes por 60 mM de KCI (K60) adicionado
diretamente ao banho, através de solucdo hipertdnica. Este procedimento permitiu
avaliar a viabilidade e integridade da preparacéo, bem como a reprodutibilidade da
resposta bioldgica do ensaio. O OEL foi incubado em varias concentracées 3, 10,
30, 100 e 300 pg/mL individualmente com tempo de 15 min entre uma e outra e o
mesmo foi feito com o carvacrol sendo que em concentracdo cumulativas de 3,
10,30, 100, 300, 600 e 1000 uM Os valores da concentragéao dos compostos (OEL e
carvacrol) forram avaliados em uma contragdo do musculo induzido por uma dose
Gnica de CCh a 30 pM. Em todos os experimentos o OEL e o carvacrol foram
adicionados ao tecido de diferentes grupos com intervalos de 10 min em
concentragfes cumulativas. A influéncia de canais i6nicos foi avaliada através da
adicdo das substancias sobre os tecidos pré-contraidos com agonistas e pré-
incubados com bloqueadores de potassio (tetraetilamonio) e de Ca** (nifedipina).

Enfim, para avaliar a resposta do tecido utilizamos novamente KCI na
concentracdo de 60 mM para observar se o tecido esta vivo e em seguida

desligaremos o equipamento.
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6.5 Grupos experimentais.

- Grupo OELs + K60: Efeito do OELs sobre contragbes induzidas por K60uM no
fundo de estbmago de ratos.

- Grupo OELs + CCh: Efeito do OELs sobre contra¢des induzidas por 30uM de CCh
no fundo de estdbmago de ratos.

- Grupo OELs +0Ca+2: Efeito do OELs sobre contracdes induzidas por CaCl2 em
solucéo 0Ca+2 contraido por KClI 60mM.

- Grupo carvacrol + K60: Efeito do carvacrol sobre contracdes induzidas por
K60uM no fundo de estdmago de ratos.

- Grupo carvacrol + CCh: Efeito do carvacrol sobre contragdes induzidas por 30uM
de CCh no fundo de estbmago de ratos. Total = 6 animais
- Grupo carvacrol + NIFEDIPINA: Efeito do carvacrol em tecido de estdbmago de
ratos sobre contragdo induzida por CCh com adigdo de nifedipina.
- Grupo carvacrol + 0Ca2: Efeito do carvacrol sobre contragbes induzidas por
CaCl2 em tecido 0Ca+2 contraido por KCl 60mM.

Grupo carvacrol + TEA: Efeito do Carvacrol sobre as contra¢des tonicas induzidas

por CCh em fundo de estébmago de ratos pré-incubadas com Tetraetilaménio (TEA)

7 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado teste de normalidade para os dados do estudo. Os valores foram
expressos como a meédia + erro padrdo da média (E.P.M.) e analisados
estatisticamente empregando-se o teste t (ndo pareado) ou ANOVA “one-way’
seguido do teste de Bonferroni. A hipotese nula era rejeitada quando o valor de p
fosse menor que 0,05. Todos os dados foram analisados pelo programa GraphPad
Prism® versao 5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).

8 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi realizado com base nos principios e normas internacionalmente
aceitas para utilizacado de animais em projetos de pesquisa, tendo como alicerce os
principios éticos e legais que regem as pesquisas com animais, estabelecidos pela
lei 11.794/08, assim como de acordo com 0s preceitos éticos e legais do COBEA. O
projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFC, tendo obtido

parecer favoravel, sob o numero de protocolo: N° 2928040518.
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9 RESULTADOS

9.1 Efeito do OEL de Lippia sidoides sobre as contragfes ténicas induzidas

por KCl a 60 mM em fundo de estdmago de ratos

O OEL (1-300 pg/ml) inibiu a contragdo induzida por KCl a 60 mM na
concentragcao de 300 ug/ml 100% (-10,95499 + 7,73396%), 30 pg/mL 50% (36,82146
+ 7,9157%), 100 pg/mL 80% (20,83054 + 7,32411%), (p<0,05, ANOVA seguido por
Student Newman Keuls teste post hoc - MODELO).

Efeito do OELs sabre contragdes induzidas por KCI 60mM
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Figura 05 — Curva concentracdo efeito ao OEL em segmentos de fundo de
estbmago pré-contraido por KCl 60 mM mantido em solucéo de Tyrode e pH 7,4 (A);
Tracado original de uma curva concentracao efeito ao OEL em segmentos de fundo

de estbmago pré-contraido por KCl 60 mM mantido em solugdo de Tyrode e pH 7,4

(B).
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9.2 Efeito do OEL de Lippia sidoides sobre as contragdes tonicas induzidas
por carbacol (CCh) a 30 mM

O OEL (1-300 pg/ml) o valor de 100% (-45.83 + 40.33%) (p<0,05, Two way
ANOVA, seguido de teste de Bonferroni).

Efeito do OELs sobre estdmago contraido por carbacol
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Figura 06 - A e B - Imagem do grafico e do tracado original de uma curva
concentracdo efeito ao OEL em segmentos de fundo de estbmago pré-contraido por
CCh 30 mM mantido em solugéo de Tyrode e pH 7,4.
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9.3 Efeito do OEL de Lippia sidoides frente as contra¢cdes tonicas induzidas

por CaCl, em meio despolarizante nominalmente sem Ca** (0Ca*?)
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Figura 07 - O OEL (100-300 ug/mL) foi capaz de inibir a curva em quase 90% com
(P < 0,05, "t" Student).
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9.4 Avaliagédo daresponsividade do tecido do fundo de estdmago ao carvacrol

9.4.1 Curva concentracdo-efeito para carvacrol sobre as contracdes ténicas
induzidas por KCl a 60 Mm

Observou-se que o carvacrol promoveu efeito relaxante no tecido de fundo de
estbmago, de maneira concentracdo-efeito, quando comparado a tecido pré-
contraido com KCl a 60 mM. O carvacrol a 30 pM reduziu a contracdo em 24%
(75,54 £ 2,98,3%). Na concentracdo 100 uM vimos que o relaxamento foi de 37%
(62,69 = 3,63), 300 uM 52% (47,21 + 3,465), 600 uM 72% (27,89 + 3,622), 1000 pM
96% (3,88 + 4,272), (p<0,05, Two way ANOVA, seguido de teste de Bonferroni).
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Figura 08 - Grafico com valores médios das respostas a concentragdes crescentes
de carvacrol (3 — 1000 pM) em tiras de fundo de estdbmago em preparagbes

mantidas em meio a KCl a 60 Mm, p<0,05 em relacdo aos grupos carvacrol n (7) e
controle (7).
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9.4.2 Efeito do Carvacrol sobre as contragdes tdnicas induzidas por CCh a 30

mM

O carvacrol promoveu efeito relaxante no tecido de fundo de estdmago, de
maneira concentracao-efeito, quando comparado a tecido pré-contraido com CCh. O
carvacrol a 300 pM reduziu a contragdo em 37% (63,01t 5,928%), 600 uM 55%
(44,69 £ 6,027%), 1000 uM 79% (20,58 + 4,514), (p<0,05, Two way ANOVA, seguido

de teste de Bonferroni).
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Figura 09 - A e B - Imagem do grafico e do tracado com valores médios das
respostas a concentracdes crescentes de carvacrol (3 — 1000 uM) em tiras de fundo
de estdbmago em preparacdes mantidas em meio a CCh a 30 mM. (p<0,05, Two way
ANOVA, seguido de teste de Bonferroni), em relacdo aos grupos carvacrol n (7) e

controle (7).
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9.4.3 Efeito do Carvacrol sobre as contragdes ténicas induzidas por CaCl, em
fundo de estdbmago de ratos em solucdo zero Ca*? pré-contraido por KCI a 60
mM

O carvacrol em meio a concentracdes cumulativas de Ca** em solugcdo 0Ca*,
induziu um relaxamento nas seguintes magnitudes: 0,5 mM 82% (17,19+ 3,145), 1
mM 65% (34,79 + 6,465), 2 mM 42% (57,77 £ 10,13), (p<0,05, Two way ANOVA,

seguido de teste de Bonferroni).
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Figura 10 - Grafico com valores médios das respostas a concentracfes crescentes
de Ca®* (0,1 — 2 mM) em tiras de fundo de estémago em preparacdes mantidas em
meio a solugdo isente de Ca*". P<0,05 em relacdo aos grupos carvacrol n (7) e

controle (7).
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9.4.4 Efeito do Carvacrol sobre as contragdes ténicas induzidas por CCh em
fundo de estdbmago de ratos pré-incubadas com Nifedipina a 10 mM.
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Figura 11 — Verificou-se que o carvacrol na concentracdo 1000 pM, em
contracao sustentada por 30 uM de CCh na presenga de nifedipina promoveu um
relaxamento de 29% (72 + 2,956).
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9.4.5 Efeito do Carvacrol sobre as contragfes tonicas induzidas por CCh em
fundo de estbmago de ratos pré-incubadas com Tetraetilamdnio (TEA)

O carvacrol na concentracdo 1000 uM, em contragédo sustentada por 30 uM
de CCh na presencga do TEA promoveu uma inibigdo na contracéo de 14% (14,69 +
6,708). Dados expressos em percentual da contracdo em resposta ao TEA 14%
(14,69 £ 6,708) e pré-incubado por 10 yM de CCh (n=15), (p<0,05, Two way
ANOVA, seguido de teste de Bonferroni).
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Figura 12 - Gréafico com valores das respostas a concentracado de carvacrol 1000uM
na presenca do TEA, bloqueador de canal de potassio em tiras de fundo de
estbmago.
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9.5 Sistema de dosagem entre a molécula de carvacrol e o VOCCs

O complexo proteina-ligante com carvacrol foi estavelmente colocado na
mesma cavidade do VOCCs pelo Autodock 4.2. A Figura 13 mostra as interacdes do
ligantes correspondentes ao carvacrol interagiram com 05 aminoacidos: PHE1107,
VAL1110, THR1111, TRP1076 e PHE1079, com 02 pontes de hidrogénio com a
PHE1107 e THR1111l. Os residuos PHE1107, VAL1110, TRP1076 e PHE1079
interagiram com o carvacrol através de forcas hidrofobicas. JA a THR111l1

estabeleceu interagéo polar ndo carregada.

Figura 13 — Modelos de ancoramento molecular das intera¢des entre os VOCCs e 0

carvacrol.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0009279716301430#fig3
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E possivel verificar que o carvacrol ocupa sitio de ligagdo distante do poro
para a entrada de Ca?', podendo-se sugerir que o carvacrol possa induzir um
fechamento no canal sitio dirigido. Além disso, as energias de ligacdo do carvacrol
foram negativas -6,7 kcal/mol, variando entre -6,1 e -7,0 kcal/mol entre 09 diferentes

conformacgdes, com constantes de inibicdo entre 7 uM e 33 uM.

Poro para o calcio

Figura 14 - Sitio de ligacdo do Carvacrol e entrada de Ca?*.
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10 DISCUSSAO

Aa plantas medicinais sdo ricas em metabolitos secundarios dotados de
atividade farmacologica, sendo uma importante ferramenta terapéutica para
tratamento e prevencao de doencas. Dentre essas plantas medicinais encontra a L.
sidoides, uma planta da familia Verbenaceae rica em OEL monoterpénicos dentre
eles o carvacrol.

Lippia sidoides é uma espécie tipica de ervas do Nordeste do Brasil com uso
generalizado em medicina popular. O principal constituinte do OEL de L. sidoides é o
carvacrol. Varios estudos mostraram que o OEL e seu constituinte tém efeito
farmacoldgicos, incluindo atividade antibacteriana, antiinflamatoria, antioxidante,
neuroprotetora e acaricida (SOARES et al., 2016; BARBOSA et al., 2017).

Os constituintes majoritarios dos OELs, assim como de outras misturas
complexas, a exemplo dos extratos podem exercer oS mesmos efeitos da mistura
como um todo, no entanto, & mais interessante estudar a substancia isolada, uma
vez que o facilita a determinacdo do mecanismo de acdo, porem 0 sinergismo entre
substancia ndo pode ser descartado como possivel mecanismo de acdo (BAKKALI
et al., 2008).

Este trabalho demonstrou, através de estudos farmacologicos, o potencial
biolégico da espécie L. sidoides, e de seu composto majoritario, carvacrol, indicando
gue esta planta e que este composto, podem virem a ser fonte de substancias de
interesse médico. A confirmacdo dessa observacdo reside no fato de que a
avaliacdo farmacologica in vitro do OEL de L. sidoides e do carvacrol sobre
preparacdes de tiras de fundo de estdbmago de ratos sugerem, pela primeira vez,
atividade espasmolitica sobre esse 6rgao.

A habilidade de relaxar de diferentes tipos de musculos lisos em preparacdes
de 6rgaos isolados vem sendo cada vez mais evidenciadas em trabalhos com OELs
obtidos de espécies de Lippia. A L. turbinata, por exemplo, apresentou efeito
gastroprotetor contra Ulceras e entiespasmolitico em ratos (TOSO et al., 2007); a L.
graveolens, reduziu a contratilidade da musculatura lisa de ileo de cobaia frente a
contracdes induzidas por histamina (HIS) e CCh (RIVERO et al., 2011); a L. alba
promoveu relaxamento de artéria mesentérica de rato (MAYNARD et al., 2011); a L.
thymoides induziu relaxamento em aorta de rato, utero de rata e traqueia de cobaia

de maneira dependente da concentracao (SILVA et al., 2016); a L. microphylla exibiu
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atividade espasmolitica em ileo de cobaia (RODRIGUES et al., 2011); e a L. dulcis
em brénquios de porco pré-contraidos tanto com HIS quanto com CCh, explicando,
em parte, os relatos da utilizacdo de L. dulcis na medicina popular para tratar
inflamacdes e bronquite (GORNEMANN et al., 2008). Estudos realizados com OELs
extraidos de plantas com uso popular e pertencentes ao género da L. sidoides
costumam apresentar duas importantes caracteristicas farmacolégicas, as quais séo
compartilhadas pelo OELs: elevada eficacia como agente antiespasmodico e
vasorelaxante; auséncia ou baixa de toxicidade aguda (COELHO-DE-SOUZA,
CRIDDLE; LEAL-CARDOSO, 1998; MAGALHAES et al., 2008; PINHO-DA-SILVA et
al., 2010).

Na medicina tradicional de alguns paises ja se tornou pratica comum a
utilizacao de infusdes e tinturas de L. alba para a indigestéo, sendo objeto de estudo
de Souza et al. (2013) e Blanco et al. (2013). Eles confirmaram o efeito
antiespasmadico intestinal do OEL da espécie atribuindo esta acdo aos
monoterpenos encontrados, possivelmente ao aparecimento da carvona, um
monoterpeno presente nos OELs de varias espécies do género Lippia, indicando
que este terpendide pode ser utilizado na terapéutica para tratar espasmos em
musculo liso.

Este trabalho demonstrou que o OEL L. sidoides e o carvacrol foram eficazes
em inibir as contracdes induzidas por agentes contracturantes sobre o musculo liso
do fundo de estbmago de ratos com eficacia farmacol6gica maxima para o OEL e
submaxima para o carvacrol.

Diante desses achados neste trabalho sugerimos que o efeito do OEL pode
ser atribuido aos seus constituintes quimicos, particularmente ao composto
majoritario, carvacrol. Esse composto constitui 66,7 % do OEL L. sidoides onde o
mesmo demonstrou eficAcia em promover relaxamento da musculatura lisa géastrica.
Outra hipétese é que o efeito relaxante sobre a musculatura lisa do estomago, pode
estar advindo do sinergismo entre o OEL e o carvacrol (OLIVEIRA, 2013).

No trabalho de Begrow e colaboradores (2010), os extratos da planta Thymus
vulgaris, promoveu efeito relaxante das contracdes induzidas por CCh, KCI e BaCl,
em musculo liso, sendo esse efeito atribuido a estratos ricos em carvacrol.

O ponto de partida deste trabalho baseia-se em acreditar que o OEL e o

carvacrol promovem o relaxamento do fundo de estdmago pelo blogueio dos
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VOCCs. Nossos dados corroboram com os trabalhos feitos com outros
monoterpenos em musculatura lisa (ALWAN et al., 2011; ARAUJO et al., 2011).

Inicialmente observamos que a partir da concentragao de 30 pg/mL comum as
duas substancias, o OEL e o carvacrol, mostrou promover um relaxamento diante do
tecido pré-contraido por KCl a 60 mM e, a esta mesma concentragdo, quando
induzidas por CCh a 30 pM as mesmas substancias testes apresentaram um
percentual de relaxamento menor.

Uma outra pesquisa realizada com ileo isolado de rato demonstrou que uma
planta denominada Croton argyrophylloides rico em carvacrol demonstrou um efeito
antiespasmadico, relacionando a capacidade desse constituinte majoritario inibir a
contracdo do fleo, por, provavelmente bloquear o influxo de Ca* através da
membrana na célula do masculo liso (LEONHARDT et al., 2010).

Em pesquisa realizada em 6rgao isolado de rato Porto (2010) sugeriu que 0s
efeitos antiespasmadicos do Croton argyrophylloideem no ileo, veia porta e bexiga
eram devido ao bloqueio de canais para Ca®* Corroborando com esses fatos, Pinho-
Da-Silva (2010), mostrou que o relaxamento induzido pelo Croton argyrophylloideem
em anéis de traquéia isolada de rato, em parte, pode ser explicado pelo bloqueio de
canais para Ca** dependentes de voltagem.

Com base nessas premissas e principalmente no fato de que ha poucos
relatos de estudos farmacolégicos do OEL e de seu constituintes o carvacrol em
musculo liso de estdmago, foi decidido estudar a interacdo e o mecanismo de acao
do OEL de L. sidoides e do carvacrol no fundo de esttmago em modelo animal
experimental, para o teste e possiveis descobertas de farmacos que possam atuar
em diversos processos fisiopatologicos, a exemplo da diarreia, colicas intestinais e
constipacdo, ou que venham a servir de ferramentas farmacolégicas nos estudos
pré-clinicos de desenvolvimento de medicamentos espasmoliticos, aumentando com
iSso, a relevancia do nosso trabalho.

No fundo de estbmago de ratos, varios agentes contrateis, como os agonistas
muscarinicos (CCh) por exemplo, (TRIGGLE et al., 1989) e o KCI (TRIGGLE;
TRIGGLE, 1976), causam uma resposta contratil bifasica, consistindo em uma
contracao inicial transiente — componente fasico (< 30 s), seguido por uma contracao
sustentada — componente ténico, que se desenvolve lentamente ao longo de 15
minutos e € mantida durante o periodo de exposicédo ao agente contratil (TRIGGLE;
TRIGGLE, 1976; VAN BREEMEN; AARONSON; LOUTZENHISER, 1978; BOLTON,
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1979). Esta resposta bifasica é devido a fonte dual de Ca**, ou seja, Ca** intracelular
e Ca** extracelular no musculo liso. E sugerido que a contracao fasica é causada por
liberagcdo de Ca®" dos estoques intracelulares mediados por IP3 (ABDEL-LATIF,
1989; KOBAYASHI et al., 1989), enquanto que a contracdo tbnica € atribuida ao
influxo de Ca®" através dos VOCCs.

Nos experimentos realizados com o OEL para verificar uma possivel atividade
espasmolitica em fundo de estbmago de ratos, comprovamos que este composto
inibiu as contracdes fasicas induzidas por KClI a 60 mM e por CCh conforme
demonstrado nos gréficos 1 e 2. Ao compararmos os valores obtidos para o OEL,
verificamos que este foi mais potente em inibir as contracdes fasicas induzidas por
KCl a 60 mM do que por CCh em todas as concentracdes do OEL respectivamente.

Nos experimentos realizados por Oliveira (2013) foi identificado que o
carvacrol isolado seria um provavel marcador quimico do OEL LM-OE para a
atividade espasmolitica em ileo de cobaia, e que provavelmente que o efeito
antiespasmodico se da através do bloqueio do influxo de Ca*" através dos VOCCs
corroborando com o nosso trabalho quando decidimos avaliar o efeito do carvacrol
sobre o componente tonico das contragdes induzidas por KCl e por CCh.

Entdo, em experimento realizado com o carvacrol foi possivel observar que
houve uma reducédo nas contrac¢des fasicas induzidas por KCl a 60 mM e por CCh a
30 uM. Porém, mas eficiente em relaxar as contra¢des induzidas por KCI do que
CCh conforme graficos 4 e 5.

O acoplamento farmacomecanico se baseia na abertura dos VOCCs
(SOMLYO; SOMLYO, 1968) pela despolarizacdo da membrana sarcoplasmatica e
consequente aumento da concentracdo de calcio intracelular [Ca*]i. Como uma
etapa muito frequentemente afetada pelas substancias que bloqueiam este
acoplamento é a abertura dos CCa, onde o OEL mostrou maior poténcia
farmacoldgica sobre o acoplamento farmacomecéanico sugerindo que ele é um
bloqueador de VOCC:s.

O OEL demostrou ter menor agéo farmacolégica para o bloqueio da contracdo
induzida pelo o CCh ao contrario do KCl a 60 mM como ja demonstrado em um
trabalho realizado por Madeira et al. (2002), onde o OEL demonstrou ser mais
efetivo, assim, podemos observamos que esta substancia ndo é mais potente em
bloguear ROCCs do que VOCCS, e diante dos achados em nossos experimentos

com o carvacrol acreditamos que 0 mesmo resultado se aplica para o carvacrol.
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Para testar a hipétese da participacdo dos VOCCs na atividade espasmolitica
do OEL e do carvacrol, foram realizadas curvas concentra¢des-resposta cumulativas
ao CaCl, em meio despolarizante nominalmente sem Ca?* na auséncia e na
presenca de diferentes concentracées do OEL e do carvacrol. Este protocolo baseia-
se no fato de que a contracdo se dard, quase que exclusivamente, pelo Ca*
proveniente do meio extracelular, jA que a despolarizacdo promovida pela elevada
concentracgéo dos niveis de [K'] induz a abertura dos VOCCs (REMBOLD, 1996).

Observou-se no experimento realizado em meio zero Ca?*, que a curva
controle foi deslocada para direita de maneira ndo paralela e para cima em
comparagcdo a curva do OEL observando assim, uma reducdo da poténcia
espasmolitica do CaCl, conforme o grafico 3. Da mesma forma em experimento
realizado com o carvacrol observamos que o controle também deslocou a curva do
grafico para direita ndo paralela e para cima em comparacdo com a curva do
carvacrol. Esses resultados confirmam a hipétese de que tanto o OEL quanto o
carvacrol estejam agindo no bloqueio do influxo de Ca®" através dos VOCCs para
exercer seus efeitos espasmoliticos em fundo de estdmago de ratos.

Os VOCCs tém sido inicialmente classificados como sendo do tipo L, N, P/Q,
R e T dependendo de varias propriedades eletrofisiologicas e farmacoldgicas
(CATTERALL et al., 2005). Os VOCCs do tipo L tem sido chamados como CaV1.1 -
1.4, os do tipo N como CaV2.2, os do tipo P/Q como CaV 2.1, os do tipo R como
CaV2.3 que séao insensiveis a di-hidropiridina (DHP) e ativados por alta voltagem; e
os canais do tipo T CaVv3.1 - 3.3 que sdo canais ativados por baixa voltagem
(ERTEL et al., 2000; ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2007).

No musculo liso, os CaV1l sdo melhores caracterizados e sdo 0s maiores
responsaveis pelo influxo de Ca?*, cujo sitio de ligacdo para seus bloqueadores esta
na subunidade a1, embora nele existam quatro outras subunidades complexadas (2
a, 1 B e 1y) (VOGALIS; WARD; SANDERS, 1991; KNOT; BRAYDEN; NELSON,
1996). Um dos VOCCs envolvidos com funcdes fisiologicas da contracdo do
musculo liso € o CaV3.2 ou CaV-T (SARSERO et al.,, 1998; CATTERALL et al.,
2005), aléem dos canais que sdo mais expressos em fundo de estdbmago de ratos,
que séo os do tipo L (CaV-L) (BOLTON, 1979), descritos por Catterall et al. (2005)
como CaV1.2.

Neste trabalho nao foi possivel verificar qual o subtipo de canal envolvido em

nossos achados tendo em vista que existem varios subtipos. Porém o estudo



52

realizado por Oliveira (2013) corrobora com a nossa hip6tese de que seja o0 subtipo
L tendo em vista que o autor encontrou resultados que colaboram com 0s nossos.

Ainda em experimento realizado com carvacrol foi utilizado nifedipina um
bloqueador do afluxo de Ca®" durante a despolarizacdo das células do musculo liso
e os resultados demonstraram um relaxamento por parte do carvacrol, entorno de
71% conforme demonstrado no grafico 6. O tecido foi pré-contraido por CCh devido
a mecanistica de contracdo pelo CCh seguir uma acdo farmacomecanica, onde a
resposta é mediada por ativacao de dois tipos de receptores muscarinico (M, e M3)
(GOYAL, 1988; LEVEY, 1993). A ativacdo desses receptores resulta em um
aumento do [Ca®']i, um efeito mediado pelo inositol trifosfato que atua nas reservas
internas de Ca?* (CAULFIELD, 1993; EGLEN, HEGDE, WATSON, 1996). A
diminuicdo da entrada de Ca** na célula reduz a magnitude da contracdo (RANG et
al., 2004). Sabendo que os CCa do tipo L podem ser bloqueados por concentracdes
de nifedipina (HILLE, 2001), e que em meio a concentracdes elevadas de K* esses
canais sao ativados, acreditamos que nosso resultado confirma que o carvacrol agi
bloqueando os VOCCs e que o carvacrol mostrou-se mais potentes em inibir o
acoplamento eletromecénico do que o farmacomecanico.

Para averiguar a existéncia da interagao entre o carvacrol com os canais de
potassio e sua acdo relaxante do carvacrol sobre o musculo liso de fundo de
estbmago de ratos na presenca de drogas blogueadores para canais de potassio:
TEA em tecido pré-contraido com CCh, na concentragao de 10 uM.

Na adicdo do carvacrol em concentracdo correspondente a 1000 pM a
contragao induzida por CCh 10 uM foi inibida em torno de 90% conforme grafico 7.

Os dados sugerem que a atividade espasmolitica do carvacrol ndo esta
relacionada & participacdo de canais para K'. Portanto, mesmo que essas
substancias promovam a repolarizacao/hiperpolarizacdo da fibra muscular, o
carvacrol ainda tem a propriedade de relaxar o masculo liso do estdbmago de ratos.

O retorno ao nivel basal do Ca®* na célula muscular lisa ocorre em resposta a
remocao dos estimulos contrateis: retirada do agonista do receptor de membrana ou
acdo direta de algumas substancias que estimulem a inibicio do mecanismo
contratil, bem como a repolarizacao/hiperpolarizacdo pela abertura de outros canais
ibnicos, resultando na reducdo da excitabilidade da membrana e, em seguida, o

relaxamento muscular (ZHUGE et al., 2010).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874103000771?via%3Dihub
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874103000771?via%3Dihub
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874103000771?via%3Dihub
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874103000771?via%3Dihub
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874103000771?via%3Dihub
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874103000771?via%3Dihub
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De grande importancia para tal fendbmeno € o movimento dos ions K+, através
de canais para potassio abertos por voltagem (Kv) presentes na membrana
plasmaética, contribuindo para a regulacdo do influxo de Ca** pelo fechamento dos
canais dos VOCCs. Os canais para K+ exercem uma funcédo chave no controle e na
excitabilidade celular, o qual decorre do balango entre a elevagdo da condutancia ao
K+, ocasionando uma despolarizacéo.

Na docagem molecular que realizamos foi possivel verificar a ligacdo do
carvacrol no sitio ativo de VOCCs e que os resultados apontam para um bloqueio do
canal referido conforme figuras 1, 2 e 3. A docagem molecular consiste em prever a
conformacdo bioativa de uma micromolécula (ligante) no sitio de uma
macromolécula seguida de avaliacédo e classificacdo do modo de ligacdo proposto
(MOITESSIER et al., 2008). O acoplamento molecular prediz a conformacao ideal do
complexo proteina-ligante, neste caso € o VOCCs e os ligantes esta representado
pelo inibidor do canal que é o carvacrol. Com isso, € possivel sugerir que o
composto carvacrol em nosso trabalho se liga fortemente ao sitio ativo de VOCCs

De acordo com este trabalho podemos sugerir que o OEL e o carvacrol atuam
de forma semelhante em diversos tipos de acoplamentos da contracdo do musculo
liso.

Em concluséo, este estudo mostra que OEL de L. sidoides e o carvacrol
bloquearam as correntes dos CaV-L. Este resultado pode contribuir para uma melhor
compreensao da acdo dos OELs e seus constituintes sobre a atividade elétrica das

células musculares.
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11 CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou que o OELs e o carvacrol foram eficazes em inibir as
contracdes induzidas por agentes contracturantes sobre o musculo liso do fundo de
estdbmago de ratos com eficacia farmacologica maxima para o OELs e submaxima

para o carvacrol.

Sugerimos que o efeito do OELs pode ser atribuido aos seus constituintes quimicos,
particularmente ao composto majoritarios: carvacrol. Outra hipotese é que o efeito
miorelaxante sobre a musculatura lisa do estomago, pode estar advindo do

sinergismo entre o 6leo e o carvacrol conforme trabalho ja existente.

Acreditamos que o OELs e o carvacrol promovem o relaxamento do fundo de
estbmago pelo bloqueio dos canais de célcio operado por voltagens. Nossos dados
corroboram com varios trabalhos ja publicados com outros monoterpenos em

musculatura lisa.

O OELs é mais potente em bloquear os canais operados por voltagem — VOCCs do
que os canais operados por receptor — ROCCs, e diante dos achados em nossos
experimentos com o carvacrol acreditamos que o mesmo resultado se aplica ao

carvacrol.

Nao foi possivel verificar qual o subtipo de canal envolvido em nossos achados,
porém o estudo realizado por Oliveira (2013) corrobora com a nossa hipotese de que
seja o subtipo L tendo em vista que o autor encontrou resultados semelhantes aos

NOSSOS.

O OELs e seu componente isolado diminui a contratilidade de tecidos de fundo de
estbmago de ratos deflagrada por acoplamento eletromecanico KCI e

farmacomecanico (CCh) porém mais efetivo no primeiro.

O efeito espasmolitico observado para o OELs e para o carvacrol ndo envolve a

ativacdo dos canais de potassio.
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O carvacrol se liga ao sitio ativo de VOCCs e com isso blogqueia os canais de célcio
operados por voltagem.
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utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homemn), para fins de pesguisa cientifica ou ensino
- @sta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e fol aprovada pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Ceard (CEUA-UFC) na reunido de 20/11/2018.

We certify that the proposal "Antispasmalytic effect of Lippia sidoides essential oil and carvacrel on rat stomach floor smooth
muscle: investigation of the participation of calcium channels operated by voltages®, utilizing 84 Heterogenics rats (B4 males),
protocel number CEUA 2928040518 no ooseze), under the responsibility of Emmanuel Prata Souza - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Federal University of Ceara (CEUA-UFC) in the meeting of 11/20/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 1072018 a 1042020 Area: Departamento de Morfologia
Origem: Biotéric Central da UFC

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: & a8 semanas N: B4
Linhagem: Wistar Peso:  150a 25049

Local do experimento: A manutengdo e alojamento dos animais serdo realizadas no Laboratério de Fisiofarmacologia
Gastrointestinal - LEFFAG. O protocolo experimental sera realizado em salas de experimentacdo adeguadas para o manuseio de
animais, sem ruidos e devidamente higienizadas, mantendo as condigbes de temperatura e ciclo claro/escuro anteriormente
descritos. A eutanasia serd executada em sala separada, isolada do ambiente de alojamento dos animais, impedindo a passagem
de ruidos e odores provenientes da referida sala.
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