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RESUMO

Alpinia zerumbet (Pers) B. L. Burt. et R. M. é uma planta aromática da família 
Zingiberaceae, denominada popularmente “colônia”, utilizada como medicinal em 
várias partes do mundo. Neste trabalho, objetivou-se caracterizar os efeitos 
farmacológicos do óleo essencial de A. zerumbet (OE4zj e seus principais constituintes 
químicos, 4-terpineol (TERP) e 1,8-cineol (CIN), sobre o músculo liso respiratório de 
rato. Foram utilizados anéis traqueais montados em câmara de superfusão para órgão 
isolado ex vivo. OEAz, TERP e CIN (1-1000 pg/mL) não alteraram o tônus basal, exceto 
para OE/lz (100 pg/mL) e CIN (600 pg/mL) que induziram pequena contração. OEXz 
(1-1000 pg/mL) bloqueou, com similar potência, contrações induzidas por acetilcolina 
(ACh; 30 pM), prostaglandina F2tt (PGF2a; 30 pM), 5-hidroxitriptamina (5-HT; 10 pM) 
e 60 mM de K+ (IC5o= 280,76 pg/mL, 194,73 pg/mL, 315,05 pg/mL e 162,56 pg/mL, 
respectivamente). OEAz relaxou preparações pré-contraídas e mantidas em presença de 
PGF2a, 5-HT e K+. Relaxou, também, preparações previamente relaxadas pela 
epinefrina (EPIN). O relaxamento induzido pelo OEriz não foi alterado pela presença de 
lo-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME, 500 pM), cafeína (1 mM) e indometacina (2 
pM). OE/lz (600 pg/mL) bloqueou contrações induzidas por ACh (60 pM) em soluções 
nutridoras com nifedipina (10 pM) ou em solução zero Ca2+. OEriz (1000 pg/mL) 
bloqueou completamente a contração induzida por Ca2+ em solução com 80 mM de K+ 
na presença de cafeína (5 mM). TERP (1-1000 pg/mL) bloqueou contrações induzidas 
por ACh e PGF2a com potências similares (ICso= 342,88 pg/mL e 129,64 pg/mL, 
respectivamente) e com menor potência a contração induzida por 60 mM de K+ (ICso= 
24,90 pg/mL). TERP (600 pg/mL) relaxou preparações submetidas à EPIN. Esse 
relaxamento, entretanto, não diferiu daquele na ausência deste mediador. Na mesma 
concentração, TERP bloqueou a contração induzida por ACh (60 pM) em soluções 
nutridoras com nifedipina (10 pM) ou em solução zero Ca2+. CIN (1-1000 pg/mL) 
bloqueou a contração induzida por 60 mM de K+ e com menor potência a induzida por 
30 pM de ACh. Também induziu relaxamento, com potências similares, em preparações 
pré-contraídas e mantidas em presença de PGF2a(30 pM) e 60 mM de K+ (IC5o= 479,13 
pg/mL e 78,98 pg/mL, nesta ordem). CIN (600-1000 pg/mL) não relaxou a contração 
induzida por 5-HT (10 pM) e nas concentrações de 30-600 pg/mL potencializou as 
contrações induzidas por ACh. Na concentração de 600 pg/mL, relaxou preparações 
submetidas à EPIN. O relaxamento induzido pelo CIN foi amplificado pela cafeína (1 
mM). CIN (1000 pg/mL) amplificou as contrações induzidas por 1,0; 3,0 e 10 mM de 
Ca2+ em solução com 80 mM de K+ e 5 mM de cafeína, não bloqueando os efeitos de 
altas concentrações extracelulares de Ca2+. Os resultados deste estudo demonstraram 
que OEZlz e TERP possuem efeito antiespasmódico em músculo liso traquealis de rato, 
enquanto o CIN apresenta efeito espasmogênico quando envolvido o neurotransmissor 
colinérgico.

Palavras-chave: Alpinia zerumbet, óleo essencial, 4-terpineol, 1,8-cineol, músculo liso 
respiratório.



ABSTRACT

Alpinia zerumbet (Pers) B. L. Burt. et R. M., popularly called “colônia” in 
Brazilian Northeastem, is an aromatic plant of the Zingiberaceae family that is used in 
folk medicine all over the world. Thus, this study aimed to characterize the 
pharmacological effects of the essential oil of Alpinia zerumbet (EOAz) and its two 
major Chemical constituents, 4-terpineole (TERP) and 1,8-cineole (CIN) on mouse 
respiratory smooth muscle. Tracheal rings were mounted in a superfusion chamber for 
isolated ex vivo muscle. EOAz, TERP and CIN at 1-1000 pg/mL did not affetc basal 
tone except for EOAz (100 pg/mL) and CIN (600 pg/mL) that induzed a small 
contraction. EOAz (1-1000 pg/mL) blocked with similar potency the contraction 
induced by acetylcholine (ACh; 30 pM), prostaglandin F2a (PGF2a; 30 pM), 5- 
hydroxytriptamine (5-HT; 10 pM), and 60 mM K+ (ICso= 280.76 pg/mL, 194.73 
pg/mL, 315.05 pg/mL, and 162.56 pg/mL, respectively). EOAz relaxed pre-contracted 
preparations that were maintained in presence of PGF2a, 5-HT, and K+. Furthermore, 
EOAz relaxed preparations previously submitted to epinephrine. EOAz-induced muscle 
relaxation was not altered by the presence of lco-nitro-L-arginine methyl ester 
hydrochloride (L-NAME; 500 pM), cafeine (1 mM), and indomethacin (2 pM). EOAz 
(600 pg/mL) blocked the contractions induced by ACh (60 pM) in nutrient Solutions 
with nifedipine (10 pM) or in zero Ca2+ solution. EOAz (1000 pg/mL) fully blocked 
Ca2+-induced contractions in solution with 80 mM K+ in the presence of cafeine (5 
mM). TERP (1-1000 pg/mL) blocked ACh and PGF2a-induced contractions with 
similar potencies (IC5o= 342.88 pg/mL and 129.64 pg/mL, respectively) and with lower 
potency the 60 mM K+-induced contraction (IC50- 24.90 pg/mL). TERP (600 pg/mL) 
relaxed preparations submitted to EPIN. It did not differ from that one in absence of the 
adrenergic mediator. At the same concentration TERP blocked the contraction induced 
by ACh (60 pM) in nutrient Solutions with nifedipine (10 pM) or in zero Ca2+ solution. 
CIN (1-1000 pg/mL) blocked the contraction induced by 60 mM K+ and with lower 
potency that one induced by 30 pM ACh. Also relaxed with similar potencies pre- 
contracted preparations that were maintained in presence ofPGF2a(30 pM) and 60 mM 
K+ (IC5o= 479.13 pg/mL and 78.98 pg/mL, respectively). CIN (600-1000 pg/mL) did 
not relax the contraction induced by 5-HT (10 pM) and at 30-600 pg/mL amplified the 
ACh-induced contractions. At 600 pg/mL relaxed preparations submitted to EPIN. CIN- 
induced relaxation was amplified by cafeine (1 mM). At 1000 pg/mL CIN amplified the 
contractions induced by 1.0; 3.0, and 10 mM Ca2" in 80 mM K+ and 5 mM cafeine 
solution and did not blocked the effects of high Ca2+ concentrations. The results of this 
study suggest that EOAz and TERP have antispasmodic activity on mouse respiratory 
smooth muscle. On the other hand it was demonstrated that CIN has a spasmogenic 
effect when the colinergic mediator is involved.

Keywords: Alpinia zerumbet, essential oil, 4-terpineole, 1.8-cineole, smooth muscle, 
respiratory muscle.
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1 INTRODUÇÃO

1.1 Alpinia zerumbet (Pers) B. L. Burt et R. M.

1.1.1 Classificação, origem, descrição botânica e 

distribuição topográfica

Alpinia zerumbet (Pers) B. L. Burt. et R. M. (Sinonímia: Alpinia 

speciosa K. Schum, Alpinia nutans Roscoe, Globba nutans Redoute, 

Contimbium speciosum Holtt, Zerumbet speciosum Wendll, Renealmia 

nutans Andrews e Languas speciosa Small) é uma planta aromática da 

família Zingiberaceae, nativa da Ásia oriental (MATOS, 2000) e adaptada 

na América tropical (BRAGA, 1976,1960).

É uma erva aromática, rizomatosa, ereta, com colmos lisos verde 

claros, agrupados em touceiras. Portadora de folhas longas, lanceoladas, 

pontudas, verdes de margens ciliadas, levemente aromáticas e com 

inflorescências terminais coloridas de amarelo e vermelho (Fig. 1 a e b). 

Dificilmente origina frutos no clima de Fortaleza. Introduzida no Brasil por 

D. Pedro H, que plantou o primeiro exemplar no Jardim Botânico no Rio de 

Janeiro, na época do Brasil colonial, o que levou à vulgarização do termo 

colônia, simplificação da expressão: planta da colônia (MATOS, 1994; 

MATOS, 2000).

Conhecida por vários nomes populares como: Dégonflé, Grand- 

dégonflé, Lavande, Lavande blanche, Guérit-Tout em Guadalupe; Atoumau 

em Martinica; Shell Plant em Barbados; Shell Flower, Shellflower Ginger e 

Shell Ginger nos Estados Unidos. No Brasil é

28



b

Figura 1- Alpinia zerumbet (Pers) B. L. Burt. et R. M. a. Planta, b.
Inflorescência. Fonte: www.jardimdeflores.com.br 
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conhecida como Lírio de Santo Antônio, Jasmim Bravo e Colônia 

(BRAGA, 1976; BRASIL- SILVA et al., 1977; PRUDENT et al., 1993).

Esta espécime possui cachos de flores cuja forma assemelha-se em 

alguns aspectos à orquídea (Fig. 1 b) (PRUDENT et ai, 1993), sendo por 

isso vulgarizada nos Estados brasileiros como planta ornamental formando 

grandes touceiras pelo crescimento de pés-filho (MATOS, 1994). Como 

planta ornamental era cultivada nos jardins do Cairo e Alexandria, além de 

ser cultivada para estabilizar rios, canais, diques e fortalecer terrenos em 

lugares úmidos (TACKHOLM, 1969).

É comum no Sudeste bem como nas regiões Norte e Nordeste do 

Brasil. É cultivada em tomo das cidades de Manaus e Belém (LUZ et ai, 

1984). No Ceará, é encontrada em abundância na Serra de Guaramiranga, 

Messejana e em sítios, hortas e jardins da periferia da cidade de Fortaleza. 

A. zerumbet faz parte do programa estadual de fítoterapia “Projeto 

Farmácias Vivas”, sendo largamente cultivada nos Hortos de Plantas 

Medicinais em municípios do Estado do Ceará (MATOS, 1996).

1.1.2 Uso popular

No gênero Alpinia, várias espécimes são conhecidas pelas suas 

propriedades medicinais e usadas principalmente na Ásia.

Hastes de Alpinia spicata Jacf encerram ácido oxálico e são 

utilizadas como tônico, diurético e depurativo. Ao suco acídulo e 

mucilaginoso que delas se obtém, quando ainda frescas, são atribuídas 

propriedades refrigerante, antipirética, útil contra nefrite, inflamações da 

uretra, “catarro” da bexiga, cálculos renais, gonorréia e leucorréia 

(CORRÊA, 1926).
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A droga natural “yakuchi”, preparada de frutos de Alpinia oxyphylla 

Miguel, originária da China, é usada largamente na medicina oriental 

(ITOKAWA et#/., 1981a).

Alpinia officinarum Hance é usada como constituinte de algumas 

fórmulas na medicina chinesa para aliviar desordens gastrointestinais 

(ITOKAWA et al., 1981a). Rizomas de A. officinarum Hance são usados 

na medicina oriental tradicional principalmente para tratar problemas 

estomáquicos e diarréia (KIUCHI et al., 1992). Esta espécie de Alpinia tem 

sido reportada como detentora de efeito vasodilatador coronariano, usada 

para tratamento do infarto do miocárdio e insuficiência coronária (KEJI, 

1984).

Na Malásia, os rizomas de Alpinia galanga são vendidos nos 

mercados, para uso na preparação de carnes e molhos ou são desidratados 

ao sol e transformados em pó que é usado para condimentar alimentos 

(POOTER et al., 1985). Sementes de Alpinia intermedia são usadas como 

estomáquicos e aromatizantes como o sêmen do Amomi (ITOKAWA et 

al., 1987a).

A. zerumbet é usada na medicina popular, tanto no Brasil como nos 

países asiáticos, de onde é originária, com diversas finalidades terapêuticas. 

No Brasil é usada como antiasmático, calmante, diurético e anti- 

hipertensivo (MATOS, 1987). Nas Antilhas francesas o decocto das folhas 

é utilizado no tratamento do meteorismo, a infusão das folhas e flores como 

anticatarral e o infusato das folhas como diurético. No Oeste da índia, é 

usada para tratar dores de cabeça (STHELE & STHELE, 1958). No Japão, 

as sementes são utilizadas como estomáquicas (KIMURA et al., 1966). Na 

China é usada no tratamento de gastrite e úlcera gástrica (HSU, 1987).

Os rizomas, em forma de pó, são usados como antidiarréicos, no 

tratamento de úlcera gástrica, tosse e artrite. O rizoma em decocto é usado 
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no tratamento de cistite. As folhas são usadas em infusão para tratamento 

de asma; de micoses de pele, pêlos e unhas; como purificador sanguíneo; 

como anti-hipertensivo; calmante e antiestresse (CORRÊA, 1926).

No Nordeste do Brasil, A. zerumbet é usada popularmente como anti- 

hipertensivo e diurético, sob a forma de chá ou infusão, de emprego 

generalizado entre cardíacos e hipertensos (MATOS, 2000). No Amazonas, 

é usada como agente cardiovascular e hipotensor (LUZ et al., 1984). No 

Sul do Brasil, o chá das folhas é reportado como detentor de função anti- 

hemorroidária (PRUDENT et al., 1993).

1.1.3 Estudos farmacológicos

Espécimes do gênero Alpinia destacam-se na literatura por 

apresentarem significativos efeitos terapêuticos ratificados cientificamente.

O extrato metanólico de sementes de Alpinia galanga Wild, uma 

droga chinesa estomáquica, é detentor de atividade inibitória contra úlcera 

de Shay em ratos (MITSUI et al., 1976). O óleo essencial obtido de 

rizomas frescos e desidratados de A. galanga possui atividade 

antimicrobiana contra bactérias Gram positivas, fungos e alguns 

dermatófitos (JANSSEN & SCHEFFTER, 1985). Em “screening” 

antitumoral, com 60 (sessenta) espécies de plantas medicinais, o extrato 

alcoólico preparado de rizomas da referida espécime mostrou signifícante 

efeito contra sarcoma 180, na forma ascítica, em ratos (ITOKAWA et al., 

1987c). “Screening” farmacológico in vitro, realizado com o fim de 

descobrir inibidores da xantina oxidase, entre drogas brutas orientais e 

extrato de plantas, mostrou que rizomas de A. galanga Swartz inibem esta 

enzima e podem ser candidatos como droga para o tratamento da 

hiperuricemia articular (gota). Um diterpeno antimicrobiano identificado
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como (E)-8 beta, 17-epoxilabid-12-eno-15, 16 diol foi isolado de A. 

galanga. O referido composto potencializou a atividade antifungica da 

quercetina e chalcone contra Candida albicans (HARAGUCHI et al., 

1996). Outras atividades biológicas desta espécie incluem: odorífero 

(especiaria), antibacteriano e inseticida (NORO et al., 1988).

Uma variedade de compostos fenólicos, potentes inibidores da 

síntese de prostaglandinas (PGs), foi isolado de algumas plantas, entre elas 

Alpinia ojficinarum. Os inibidores da biossintese de PGs estão diretamente 

associados com atividades antiinflamatória e antiagregação plaquetária. O 

extrato aquoso de seus rizomas inibiu significativamente a PG sintetase. 

Seus rizomas são usados como componentes de algumas fórmulas na 

medicina chinesa para aliviar desordens gastrintestinais (KIUCHI et al., 

1992).

Dos frutos de Alpinia oxyphylla Miguel foi isolado um princípio 

cardiotônico, esta substância inibe de maneira dependente de concentração 

a Na+/K+-ATPase em átrio isolado de cobaio e produz efeitos inotrópicos 

negativos. Esse princípio também possui atividade antagonista de cálcio em 

aorta de coelho (SHOJI et al., 1984). O extrato metanólico de frutos 

desidratados de A. oxyphylla suprime a formação de tumores em ratos e 

indução de apoptose em células HL-60, sugerindo que esta espécime possui 

atividades anticarcinogênica (LEE et al., 1998). Em “screening” para 

substâncias inseticidas naturais obtidas de drogas brutas da China, o extrato 

metanólico de A. oxyphylla também foi reportado como detentor de 

atividade larvicida sobre Drosophila melanogater Meigen. Do referido 

extrato, um sesquiterpeno foi isolado e identificado como nootkatone, ao 

qual foi atribuído o efeito larvicida (MIYAZAWA et al., 2000).

Diarilheptanódes como calixina H, epicalixina H blefarocalixinas A 

e B foram isolados de sementes de Alpinia blepharocalyx K. Schum 

i
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(PRASAIN et al., 1998a). Essa classe de composto possui efeito inibidor 

sobre a síntese de óxido nítrico (NO) em macrófagos ativados com 

lipopolissacarídeo (LPS) in vitro. Todos os diarilheptanóides testados 

inibiram a produção de NO de maneira dependente de concentração, com 

CTo^ 36 - 568 pM. Entre os compostos estudados, o blefarocalixina B 

apresentou maior efeito inibitório sobre a produção de NO com Cl50= 36 

pM (PRASAIN et al., 1998b). Um novo diarilheptanóide, isolado de 

sementes de A. blepharocalyx, 1,7-bis (4-hidroxifenil-3-hidroxi-l,3- 

heptadieno-5-ona), mostrou signifícante inibição da agregação plaquetária 

induzida por colágeno, ácido araquidônico e adenosina difosfato em sangue 

de humanos (DOUG et al., 1998). Epicalixina F e calixina 1, dois novos 

diarilheptanóides foram isolados de uma fração residual do extrato 

etanólico desta planta. Epicalixina F mostrou potente atividade 

antiproliferativa contra fíbrosarcoma HT-1080 e carcinoma 26-L5 de colo 

com valores para DES0 de 1,71 pM e 0,89 pM, respectivamente (GEWALI 

etal., 1999).

Dois diarilheptanóides identificados como katsumadaina A e 

katsumadaina B foram isolados de sementes de Alpinia katsumadain e suas 

estruturas químicas identificadas. Estes compostos mostraram ser 

detentores de atividade antiemética em emese induzida por sulfato de cobre 

em pintos (YANG et al., 1999).

O extrato metanólico de rizomas de Alpinia zerumbet possui 

atividade inibitória contra histamina e cloreto de bário em íleo isolado de 

cobaio (ITOKAWA et al., 1981b). LEE et al., (1982), demonstraram que o 

extrato metanólico de sementes da referida espécime apresenta atividade 

antioxidante maior do que o butil-hidroxitolueno, enquanto o extrato 

hexânico mostrou não deter tais propriedades antioxidantes.
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Rizomas de A. zerumbet detêm atividade antiulcerogênica e este 

feito tem sido atribuído aos diterpenos e compostos fenólicos como 5,6- 

eiidrokavaina e diidro-5,6-diidrokavaina presentes nesta planta (HSU, 

982, 1987, 1988).

O extrato hidroalcoólico de folhas frescas de A. zermubet reduziu de 

òrma dose dependente a pressão arterial de cão e rato e aumentou a 

liurese. Em átrio isolado de anfíbio, o extrato induziu redução da 

reqüência de batimentos e na força de contração. O referido extrato 

ambém induziu potencialização do tempo de sono em rato (FONTELES et 

tl., 1988; MENDONÇA et al., 1988a, b; MENDONÇA et al., 1991).

Estudos farmacológicos do extrato aquoso de folhas de A. zerumbet 

iemonstraram ação hipotensora na pressão arterial de ratos, tanto por 

idministração endovenosa em ratos anestesiados como por administração 

jral crônica à animais em vigília. Este efeito não foi alterado por 

sloqueadores específicos como atropina, propranolol e hexametônio. Este 

sxtrato bloqueou de maneira não competitiva as contrações induzidas pelo 

tieurotransmissor colinérgico em jejuno e dueto deferente de rato e reto 

abdominal de batráquio (VANDERLINDE et al., 1986; VANDERLINDE 

etal., 1988; VANDERLINDE, 1990).

Laranja et al. (1991 e 1992) avaliaram o efeito da administração 

aguda do chá das folhas de A. zerumbet à voluntários humanos hígidos. Os 

autores concluíram que esta espécie de Alpinia induz ato da diurese e 

redução da pressão arterial sistólica e diastólica. Não foram observados 

efeitos nos parâmetros eletrolíticos e na função renal. Estes achados 

provavelmente excluem efeito glomerular do(s) princípio(s) ativo(s) desta 

planta.

Frações fixas, obtidas por extração em solventes de diferentes 

polaridades eluidos em colunas de cromatografia de sílica gel, a partir das 
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folhas de A. zerumbet, foram investigada na pressão arterial de ratos 

normotensos e em músculo liso intestinal de cobaio. Com exceção da 

fração metanólica, as frações orgânicas não apresentaram efeito 

significativo na pressão arterial de rato (BEZERRA, 1994; BEZERRA & 

FONTELES, 1994). •

Flavonóides, como catequina, epicatequina e alpinetina com 

propriedades anti-hipertensivas, foram isolados das folhas de A. zerumbet 

(COSTA & MORAIS, 1996; COSTA et al., 1998).

As folhas e rizomas de A. zerumbet contém kavalactonas, kavaina e 

dehidrokavaina que dão à planta as mesmas propriedades farmacológicas 

da kava kava (KUSTER et al., 1999). A ação anti-hipertensiva é atribuída 

às substâncias químicas presentes no extrato e no óleo essencial. Esta 

espécime combina ações relaxantes e antiestresse do kava kava com ação 

anti-hipertensiva (MATOS, 1994).

Os derivados do diidrokavaina isolados de rizomas de A. zerumbet, 

5,6-deiidrokavaina e diidro-5,6-diidrokavaina inibiram a liberação de 

trifosfato de inositol (ATP) e agregação em plaquetas de coelho, induzidas 

por ácido araquidônico (AA) e colágeno, sem alterar as induzidas por 

difosfato de inositol (ADP), fator de agregação plaquetária (PAF) e 

trombina. A formação de tromboxano B2 induzida pelo AA foi também 

suprimida pelos referidos compostos. O 5,6-deiidrokavaina inibiu o 

aumento da concentração intracelular de cálcio induzida por AA, mas não a 

induzida por colágeno ou trombina. Os autores sugerem que o efeito 

antiagregação plaquetária do 5,6-deiidrokavaina e diidro-5,6-diidrokavaina 

seja devido à inibição da formação do tromboxano A2 (TENG et al., 1990).

Três derivados foram sintetizados a partir do diidro-5,6- 

diidrokavaina isolado de folhas de A. zerumbet. Entre os compostos 

sintetizados, o dimetil [6-(2-feniletil)-2-oxo-24-piran-4-il] fosforotional 
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apresentou maior atividade antifúngica contra Corticium rolfstil (91 a 

100% PPM) (TAWATA et al., 1996).

Flavonóides e kava pironas obtidos do extrato aquoso de folhas 

frescas de A. zerumbet podem ser responsáveis pelas atividades 

hipotensora, diurética e antiulcerogênica atribuídas a esta espécie. O 

principal mecanismo vasodilatador dos flavonóides parece ser a inibição da 

proteína quinase C (PKC). A inibição de fosfodiesterase de nucleotídeo 

cíclico ou redução da recaptação de Ca2+ pode também contribuir para o 

efeito vasodilatador dos flavonóides. A atividade antiulcerogênica pode ser 

explicada por seu efeito sobre o leucotrieno C4 (LTC4) e prostaglandina E 

(PGE) que são conhecidos por ocuparem um importante papel na agressão 

da mucosa gastrintestinal (MPALANTINOS et al., 1998).

O óleo essencial obtido de folhas de A. zerumbet (OE4z) inibiu em 

concentração de 2 mg/mL Staphylocoocus aureus e Mycobacterium 

smegmatis e na concentração de 4 mg/mL a Escherichia coli (PRUDENT 

et al., 1993).

O OEXz demonstrou atividade antifúngica quando testado in vitro 

contra cepas de dermatófitos isoladas de pacientes com dermatofitose. O 

OE4z inibiu 80% das cepas dermatófitas e produziu zona de inibição maior 

que 10 mm de diâmetro (LIMA et al., 1993).

O OEXz apresentou significativo efeito hipotensor dose-dependente 

em pressão arterial de ratos normotensos e efeitos miorrelaxante e 

antiespasmódico no músculo liso intestinal de rato e cobaio (BEZERRA, 

1994; BEZERRA & FONTELES, 1994; BEZERRA et al., 2000a, b).

Lahlou et al. (2002a, b; 2003) demonstraram que aplicação 

intravenosa de OE4z (1-20 mg/Kg) reduziu de maneira dependente de 

concentração a pressão arterial e a freqüência cardíaca em ratos com 

hipertensão induzida por acetato de deoxicorticosterona e dieta rica em 
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cloreto de sódio (DOCA-sal). Um conjunto de argumentos decorrentes de 

experimentos realizados in vivo e in vitro sugere que o efeito hipotensor 

desse óleo resulte de seus efeitos vasodilatadores diretos sobre a 

musculatura lisa vascular. Os autores sugerem que este efeito está 

relacionado ao relaxamento do músculo liso vascular que encontra-se sob 

efeito do sistema nervoso simpático neste modelo de hipertensão.

O efeito hipotensor atribuído ao extrato hidroalcoólico foi mínimo ou 

ausente quando a reextração foi feita com solvente polar, e grande quando 

foi reextraído com solvente não polar (BEZERRA, 1994). Estes resultados 

corroboram o uso popular de A. zerumbet como anti-hipertensivo e 

sugerem que o principio ativo hipotensor desta planta seja uma substância 

lipossolúvel. Estas observações fazem do OEAz um candidato, isolado ou 

em colaboração com outro(s) agente(s) não volátil(eis), a ser o princípio 

ativo desta espécie de Alpinia.

1.2 Terapêutica farmacológica e óleos essenciais
Óleos essenciais são substâncias voláteis e altamente concentrados 

que produzem o aroma dos vegetais aromáticos. São misturas complexas de 

substâncias voláteis, lipofilicas, geralmente odorífícas e líquidas que 

recebem a nomenclatura abrangente de óleos voláteis. Podem ainda ser 

denominados óleos etéreos (devido à sua solubilidade em solventes 

apoiares, como os éteres) ou simplesmente essências, pois a maioria possui 

aroma agradável e intenso. Possuem baixa solubilidade em água, porém 

suficiente para aromatizar as soluções aquosas, denominadas 

genericamente de hidrolatos (SIMÕES, 2000).

Os óleos essenciais estão localizados em pequenas “bolsas” entre as 

células e desempenham importante papel na bioquímica vegetal. 

Assemelham-se à hormônios e funcionam como reguladores e mensageiros, 
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agem como catalisadores das reações bioquímicas, protegem a planta de 

parasitas, doenças e ajudam na fertilização atraindo insetos. Os óleos 

essenciais transmitem informações de uma célula a outra, controlam a 

multiplicação e renovação celular e são agentes de adaptação da planta ao 

meio ambiente. Podem ser encontrados no exterior das folhas, na película 

dos frutos cítricos e casca de algumas árvores (LAVABRE, 1993).

Segundo a International Stantard Organization (ISO), óleos 

essenciais são misturas complexas de substâncias voláteis, lipofilicas, 

geralmente odoríferas e líquidas. Sua composição química sofre variação 

de acordo com a parte do vegetal de onde é extraído (caule, folhas, flores, 

frutos, sementes e raiz), ao longo do dia e no decorrer do ano e ainda 

recebe influência do solo e clima. O termo quimiotipo refere-se a espécime 

vegetal taxononicamente idêntica, mas diferente em relação à composição 

química.

Bioquimicamente, as substâncias constituintes dos óleos essenciais 

são produzidas no “laboratório” celular da planta, cujas reações são 

facilitadas energeticamente pela radiação solar, absorvida no processo de 

fotossíntese (MATOS, 2000). Seus constituintes químicos variam desde 

hidrocarbonetos terpênicos, álcoois simples e terpênicos, aldeídos, cetonas, 

fenóis, ésteres, éteres, óxidos, peróxidos, furanos, ácidos orgânicos, 

lactonas, cumarinas, até compostos com enxofre (GUENTHER, 1972; 

MATOS & FERNANDES, 1975-1978; SIMÕES, 2000).

Os óleos essenciais são moléculas biologicamente ativas, que 

produzem in natura ou através de alteração na estrutura molecular de seus 

constituintes químicos, compostos de importância terapêutica e científica 

(TISSERAND & BALACS, 1995). Através de modificações de 

grupamentos moleculares e estudos de relação entre estrutura química e 

ação farmacológica, as moléculas ativas dos óleos essenciais têm servido 
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como protótipo para obtenção de novos fármacos com maior eficácia e 

seletividade. Estudos com derivados sintéticos de constituintes de óleos 

com atividade comprovada mostram que modificações de grupamentos de 

moléculas podem aumentar ou inverter os efeitos farmacológicos 

(DALMEIER & CARLINI, 1981). Os óleos essenciais são extraídos de 

diversas plantas por processos específicos, sendo o mais frequente a 

destilação por arraste em vapor de água (CRAVEIRO et al., 1981).

Os óleos essenciais apresentam importância econômica sendo 

largamente usados como aromatizantes e flavorizantes para alimentos e 

balas (JACOBS, 1948, 1973; LE MOAN, 1973; CRAVEIRO et al., 1977; 

ITOKAWA et al., 1980 e 1988); em perfumaria, na composição de sabões, 

desinfetantes e cosméticos; como solventes, repelentes, fungicidas, 

conservantes, matriz para fabricação de químicos e na preparação de doces 

caseiros, licores, bebidas refrescantes e aguardente de cana (MATOS & 

FERNANDES, 1975-1978; CRAVEIRO etal., 1978).

Um milênio antes de Cristo, os óleos essenciais já eram usados com 

finalidades terapêuticas. A arte milenar da aromaterapia foi aperfeiçoada 

através dos séculos e é utilizada até hoje devido ao poder terapêutico dos 

óleos essenciais. Atualmente, além do uso industrial, os mesmos têm sido 

usados com finalidade médica na aromaterapia, por via oral ou por 

aplicação à superfície do corpo seguida de massagens. Na Europa, além de 

serem empregados por aromaterapeutas, são usados na medicina alopática, 

em casos de insucesso dos tratamentos preconizados pela farmacologia 

clássica (FRANCHOME & PENOEL, 1995). São também usados no 

tratamento de enfermidades comuns como dores abdominais, febres, 

cefaléias, resfriados etc (MCGILVERY et al., 1996).

Vários efeitos farmacológicos dos óleos essenciais foram 

cientifícamente ratificados como antiparasitários, analgésicos, diuréticos 
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(LUZ et al., 1984), hipotensores (BEZERRA, 1994; LAHLOU, et al., 

2002a, b, 2003), antiinflamatórios (MENEZES et al., 1990; SANTOS et 

al., 1997a), anticonvulsivantes (SANTOS et al., 1997b) e gastroprotetor 

(PAIVA et al., 1998), entre outros.

Vários óleos essenciais possuem efeito antimicrobiano e têm sido 

identificados como agentes farmacológicos eficazes e potentes contra 

várias espécies de microorganismos. Alguns são específicos e outros de 

largo espectro de ação, com uma característica importante dentro da classe 

de drogas antimicrobiana, de serem um tipo de agente aos quais menos os 

microorganismos desenvolvem resistência. Alguns óleos essenciais 

possuem propriedades antiinflamatórias e imunomoduladoras sendo usados 

no tratamento de doenças alérgicas. Alguns óleos, além dessas 

propriedades, são também antiespasmódicos, e por isto são usados em 

doenças alérgicas com envolvimento de músculos lisos, como a asma. 

Óleos essenciais ricos em ésteres metílicos de fenóis, como o de Artemisia 

dracunculus possuem propriedades antialérgicas, óleos ricos em terpenos 

como o de Picea mariana são detentores de propriedades antiinflamatórias 

e ricos em sesquiterpenos como o óleo de Tenacetum annum com 

propriedades anti-histamínicas ou ricos em ésteres, como o óleo essencial 

do Citrus aurantium detentor de propriedades antiespasmódicas são 

utilizados pela aromaterapia e combinações desses óleos têm sido usadas 

na Europa, em casos de asmas resistentes aos tratamentos convencionais 

prescritos pela medicina alopática (FRANCHOME & PENOEL, 1995). 

Óleos essenciais de algumas espécimes de Mentha são detentores de 

atividade antioxidante (MÍMICA-DURIC et al., 2003).

Óleos essenciais de plantas comuns do Nordeste do Brasil, como 

Croton zehntneri (QiECz\ Croton nepetaefolius (OECrí) e Mentha x villosa 

(OEATv) apresentam grande eficácia em tecidos excitáveis. O OECz possui 
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propriedades farmacológicas sobre músculos esqueléticos 

(ALBUQUERQUE et al., 1995) e lisos (COELHO-DE-SOUZA et al., 

1997 e 1998). O OECw é detentor de ação sobre o músculo liso vascular 

(LAHLOU et al., 2000) e possui efeito anti-hipertensivo (LAHLOU et al., 

1999 e 2000). O OEWv apresentou efeitos em células musculares 

esqueléticas (FOGAÇA et al., 1997), lisas (SOUSA et al., 1997) e é eficaz 

em reduzir a pressão arterial (LAHLOU et al., 2001).

Alguns constituintes químicos dos óleos essenciais são utilizados em 

fórmulas anti-sépticas, descongestionantes e antitussígenos ou incorporados 

a pastas dentais que são utilizadas como anestésicos locais em odontologia 

(FRANCIS & WOODS, T961; STICHER & SMITH, 1971; Di STASI, 

1996). Os óleos essenciais também são importantes na ecologia e 

agricultura por possuírem aromas atrativos de insetos úteis na polinização 

de várias espécimes vegetais (MARCUS & LICHTENSTEIN, 1979).

Várias espécies de plantas produtoras de óleos essenciais são 

abundantes no Nordeste do Brasil e largamente usadas na medicina 

popular, sendo de grande importância estudos fítofarmacológicos que 

visem ratificar sua validade como agentes terapêuticos.

1.3 4-Terpineol

4-Terpineol (TERP) (sinônimos: origanol, 4-carvomentenol, 

terpinen-4-ol, 4-isopropil-l-metil-l-ciclohexan-4-ol, l-p-menten-4-ol) é 

um terpeno volátil de baixa toxidade encontrado no óleo essencial de 

diversas plantas aromáticas (BAREL et al., 1991). É um dos principais 

constituintes químicos do óleo essencial de A. zerumbet (LUZ et al., 1984; 

PRUDENTE et al., 1993; OLIVEIRA, 1994, LAHLOU et al., 2002a, b, 

2003). Em termos percentuais representa o segundo maior constituinte 

42



químico (17,83 %) da amostra do óleo em estudo (Tabela 1). A estrutura 

química do TERP está ilustrada na figura 2.

Os terpenos são comuns na natureza, principalmente como 

constituintes de óleos essenciais de diversas espécimes vegetais e são assim 

denominados devido a sua descoberta em plantas do gênero Terebinthus. 

Os compostos terpenos representam a segunda classe com maior número de 

constituintes químicos biologicamente ativos obtidos de plantas, estando 

em primeiro lugar os alcalóides (Di STASI, 1995). Estão subdivididos em 

monoterpenos (10 unidades de carbono), sesquiterpenos (15 unidades de 

carbono), diterpenos (20 unidades de carbono), sesterpenos (25 unidades de 

carbono), triterpenos (30 unidades de carbono) e tetraterpenos (40 unidades 

de carbono) (SEIGLER, 1995). Os compostos terpênicos e associados 

apresentam varias atividades farmacológicas como: sedativo e analgésico 

(ascaridole e manoalide), antiinflamatório (paeoniflorin e paeonon), 

inibidor de calmodulina (ofiobolina A), anti-helmíntico (ofiobolina M e C), 

relaxante da musculatura lisa (mezerína e octahidromezereína), bloqueador 

de canal de cálcio (T-canadinol e esteroisômeros), antialérgico (alisol A e 

B) e colerético (epomediol e taurocolato) (YAMAHARA et al., 1982; 

BARONE et al., 1983; LEUNG et al., 1984; MAYER et al., 1988; 

SHARKEY et al., 1989; OKUYAMA et al., 1993; STICHER, 1993; 

ZYGMUNT et al., 1993; SOUSA et al., 1997; KUBO et al., 1997; PIETRI 

etal., 1997).

Os monoterpenos citral, cânfora, linalol, carvacrol, p-cimeno e 4- 

terpineol são os terpenos mais comuns na natureza. O carvacrol é usado 

como anti-séptico, antifungico e empregado na preparação de sabonetes e 

essências, e é dotado de ação antimitótica e antiespasmódica. A cânfora é 

usada em preparações farmacêuticas para o tratamento de dores musculares
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Tabela 1- Composição química percentual do óleo essencial de folhas de 

A. zerumbet (Pers) B. L. Burt et R. M. coletadas no Horto de 

Plantas Medicinais da UFC

aOs compostos são listados em ordem de eluição da coluna DB-5

Componente ...RTa Concentração relativa

(%)

a-Tujeno 929 7,98

oc-Pineno 939 3,03

Sabineno 975 9,21

p-Pineno 974 3,14

p-Mirceno 991 1,38

oc-Terpineno 1018 3,17

para-Cimeno 1021 12,98

Limoneno 1031 3,05

1,8-Cineol 1032 17,95

y-Terpineno 1062 14,45

Terpinoleno 1088 1,66

4-Terpineol 1177 17,83

ot-Terpineol 1189 0,73

trans-Cariofileno 1421 0,77

Total - 97,33
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FIGURA 2- Estrutura química do 4-terpineol
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e reumatismo, também é empregada como antipruriginoso (Di STASI, 

1995). Os monoterpenos são utilizados em varias preparações 

farmacêuticas como agentes mucolíticos e expectorantes comercializados 

sem a necessidade de prescrição médica (POZZI, 1989; GRAMICCIONE 

et al., 1989), e representam uma nova classe de agentes terapêuticos que 

podem ser usados no tratamento do câncer de mama (RUSSIN, 1989; 

JIRTLE, 1993).

O TERP é o principal constituinte do óleo essencial de plantas do 

gênero Pinus, Eucalyptus e Melaleuca. Abundante também no óleo 

essencial extraído de folhas de Alpinia zerumbet (LUZ et al., 1984; 

PRUDENT et al., 1993; OLIVEIRA, 1994; LAHLOU et al., 2002a b; 

2003). Este composto foi identificado como o principal constituinte 

químico ativo do óleo essencial de Melaleuca altemifolia “tea tree oil”, 

Melaleuca leucadendron, Ocimum gratissimum e Achillea fragantissima 

plantas utilizadas popularmente por suas atividades antimicrobianas 

(BAREL et al., 1991; JEDLICKOVÁ et al., 1992). Apresenta atividade 

antimicrobiana contra cepas de Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus 

aureus (CARSON & RILEY, 1995; RAMAN et al., 1995). Foram descritas 

também atividades antialérgica e antitussígena (Di STASI, 1995). O TERP 

é constituinte de alguns inalantes farmacêuticos e xaropes (BAREL et al., 

1991; RAMAN et al., 1995; CARSON & RILEY, 1995).

Dos principais constituintes químicos do óleo essencial obtido de 

rizomas frescos e desidratados de Alpinia galanga testados contra bactérias 

Gram positivas, fungos e alguns dermatófitos, o TERP foi o responsável 

pelo maior efeito antimicrobiano (JANSSEN & SCHEFFER, 1985).

Esse composto possui atividade hipotensora (BEZERRA et al., 

2000b), vasodilatadora e atividades relaxante e espasmolítica da 

musculatura lisa intestinal (NASCIMENTO 1998).
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Estudos com TERP, em pressão arterial de ratos normotensos, 

espontaneamente hipertensos (BEZERRA, 1994) e hipertensos DOCA-sal 

(LAHLOU et al., 2002a; b; 2003) confirmaram a hipótese que este 

composto é um importante contribuinte para o efeito hipotensor do OEXz. 

O referido apresentou potente efeito hipotensor, que parece depender de 

ação direta sobre o coração (inotropismo e cronotropismo negativos) e 

sobre vasos (vasodilatação). O efeito sobre o coração foi demonstrado in 

vivo, em ratos, e in vitro em coração isolado de batráquio, coelho e em átrio 

de cobaio. O TERP possui atividade relaxante vascular demonstrada pela 

redução do tônus de anéis de aorta de coelho pré-contraídos pela fenilefrina 

ou 60 mM de K+ e pelo aumento no fluxo dos leitos vasculares do 

mesentério perfundidos sob pressão hidrostática constante. Este composto 

também induziu relaxamento no tônus basal de duodeno de coelho e 

redução na atividade mecânica espontânea (peristaltismo) 

(NASCIMENTO, 1997; NASCIMENTO 1998; NASCIMENTO et al., 

1998).

TERP bloqueou a produção de mediadores inflamatórios por 

monócitos humanos ativados, e suprimiu a produção do fator de necrose 

tumoral-alfa (TNFa), interleucina 1-beta (IL-ip), interleucina 8 (IL-8), 

interleucina 10 (LL-10) e prostaglandina E2 (PGE2) por monócitos 

humanos ativados por lipopolissacarídeo (LPS) (HART et al., 2000).
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1.4 1,8-Cineol

1,8-Cineol (CIN), monoterpeno cíclico, também denominado 

eucaliptol é o principal constituinte químico, em termos percentuais do óleo 

essencial de diversas plantas aromáticas (JUERGENS et al., 1998b; 

MIYAZAWA et al., 2000; TZAKOU et al., 2001; LOUGHRIN & 

KASPERBAUER, 2003). Este composto possui fragrância refrescante e 

canforada, sabor pungente (acre), é usado em preparações farmacêuticas de 

uso tópico, spray nasal, analgésico, desinfetante, como flavorizante de 

alimentos e na indústria de cosméticos (MIYAZAWA et al., 2000). É 

usado no tratamento de tosse, dor muscular, reumatismo, asma e cálculo 

renal (GEREMIA, 1955 apud MIYAZAWA et al., 2000; MARGRET, 

1999 apud MIYAZAWA et al., 2000). Tradicionalmente é recomendado 

para tratar sintomas de doenças das vias aéreas, exacerbados por infecção. 

Monoterpenos são descritos para tratar desordens obstrutivas crônicas das 

vias aéreas, principalmente por sua familiar propriedade secretolítica 

(JUERGENS et al., 1998a e 1998b).

CIN é o principal agente ativo isolado do óleo essencial de 

Eucalyptus polybractea (JUERGENS et al., 1998b). O referido composto é 

o principal constituinte químico em termos percentuais do óleo extraído de 

folhas de Salvia ringens (TZAKOU et al., 2001), Hyptis martiussii 

(ARAÚJO et al., 2003), Laurus nobilis L. (MOTEKI et al., 2002) e 

Ocimum basilicum L. (LOUGHRIN & KASPERBAUER, 2003). É o maior 

constituinte do óleo essencial extraído de folhas e rizomas de Alpinia 

smithiae (JOSEPH et al., 2001) e do óleo essencial extraído de frutos de 

Aframomum danielii (Hook. F.) K. Schum (MARTINS et al., 2001). É um 

dos principais componentes do óleo essencial de Alpinia zerumbet (LUZ et 

al., 1984; PRUDENTE et al., 1993; OLIVEIRA, 1994, LAHLOU et al., 

2002a, b). Em termos percentuais representa o maior constituinte químico 
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(17,94 %) da amostra do óleo em estudo (Tabela 1). A estrutura química 

do CIN está ilustrada na figura 3.

A síntese do CIN se dá através da enzima 1,8-cineol ciclase (cineol 

sintase) que catalisa a conversão do geranil pirofosfato para simétrico 

monoterpeno éter 1,8-cineol (CROTEAU et al., 1994). A biotransformação 

do CIN tem sido estudada intensivamente e vários metabólitos foram 

identificados como 2-exo-hidroxi-1,8-cineol, (±)-endo-hidroxi-1,8-cineol, 

(±)-3-exo-hidroxi-l,8-cineol, 2-oxo-1,8-cineol e 3-oxo-1,8-cineol foram 

identificados em urina de ratos (MIYAZAWA et al., 1989; 1992). O CIN é 

catalizado pelas enzimas CYP3A para dar origem ao 2-exo-hidroxi-1,8- 

cineol no sistema microssomal hepático de ratos e humanos. Sugere-se que 

a enzima do sistema microssomal hepático CYP3A4 seja a principal 

enzima que catalisa a hidroxilação do CIN pelo sistema microssomal do 

fígado de humanos (MIYAZAWA et al., 2000; 2001a, b; MIYAZAWA & 

SHINDO, 2001).

Óleos essenciais de diversas plantas aromáticas, ricos em CIN, são 

detentores de atividade antimicrobiana. Dentre os mesmos podemos citar: o 

óleo essencial de Jasonia montana com atividade antibacteriana contra 

Bacillus subtilis e atividade antifúngica contra Trichophyton 

mentagnophytes, Cryptococcus neoformes e Candida albicans 

(HAMMERSCHMIDT et al., 1993). O óleo essencial extraído de folhas de 

Pneumus boldus possui atividade antimicrobiana contra Streptocoocus 

pyogenes, Micrococcus sp e Candida sp. O óleo essencial, extraído de 

frutos de Aframomum danielli (Zingiberaceae) é eficaz contra bactérias 

Gram positivas e Gram negativas, bem como leveduras e fungos
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Figura 3- Estrutura química do 1,8-cineol
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filamentosos (MARTINS et al., 2001). O óleo essencial de plantas do 

gênero Eucalyptus possui atividade bacteriostática, principalmente sobre o 

crescimento de Pseudomonas aeruginosa (CIMANGA et al., 2002). O óleo 

essencial de Artemisia asiatica Nakai é detentor de efeito antimicrobiano 

contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Rhodotorula rubra e 

Aspergillus fumigatus (KALEMBA et al., 2002). O óleo essencial de 

Chtysanthemum boreale Makino é eficaz contra bactérias Gram positivas e 

Gram negativas (KIM et al., 2003). O óleo de Salvia fruticosa apresentou 

significante atividade antifungica contra Rhizoctonia saloni, Sclerotina 

sclerotiorum e Fusarium solanif f. Sp cucurbitae (PITAROKILI et al., 

2003) e óleos produzidos por espécimes do gênero Thymus também são 

eficazes agentes antibacterianos (FALEIRO et al., 2003).

Óleos essenciais cujo principal constituinte é o CIN, como o óleo 

essencial de Pinus pinea e seus principais componentes químicos, CIN e 

limoneno, apresentaram atividade acaricidal contra Tyrophagus 

putrescentiae (MACCHIONI et al., 2002). O óleo essencial de Hyptis 

martiusii Benthe e seu principal componente CIN apresentaram 

significativo efeito inseticida contra larvas de Aedes aegypti e Bemisia 

argenitifolii, vetores da dengue e praga da mosca branca de frutos, 

respectivamente (ARAÚJO et al., 2003).

O CIN não possui efeito citomutagênico quando investigado seu 

potencial mutagênico no ensaio Salmonella microsome (Ames test) 

(GOMES-CARNEIRO et al., 1998). Este composto foi um dos 

constituintes químicos presentes no óleo essencial de folhas e flores de 

diversas plantas aromáticas, menos tóxico contra larvas do mosquito Culex 

pipiens (TRABOULSI et àl., 2002).
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O CIN suprimiu a produção de metabólitos do AA, leucotrieno B4 

(LTB4) e PGE2 em monócitos de pacientes com asma brônquica 

(JUERGENS et al., 1998a). Inibiu a produção de TNF-a, IL-ip, LTB4 e 

TXA2 produzidos pela estimulação com LPS, em monócitos humanos in 

vitro. Esse é o primeiro registro de um novo mecanismo de ação para os 

monoterpenos, sugerindo 0 CIN como forte inibidor de citocinas que pode 

ser aprovado para tratamento de inflamação das vias aéreas na asma 

brônquica e outras desordens sensíveis a esteróides (JUERGENS et al., 

1998b).

O óleo essencial de Nepeta italic L., cujo principal constituinte é 0 

CIN, mostrou significante atividade analgésica que foi bloqueada pela 

naloxona. Este efeito não foi observado com estímulo termo-algésico, 

sugerindo uma atividade específica sobre receptores opióides. Os autores 

notificaram correlação entre atividade analgésica e quantidade de CIN no 

óleo da referida espécime (AYDIN et al., 1999). No teste da formalina, 0 

efeito antinociceptivo do CIN foi reversível pelo pré-tratamento do animal 

com naloxona (SANTOS & RAO, 2000).

O CIN possui efeito supressor sobre inflamação experimental em 

ratos. Este monoterpeno inibiu 0 edema de pata induzido por carraginina e 

granuloma promovido por fibra de algodão, inibiu 0 aumento da 

permeabilidade capilar induzido por ácido acético e a nocicepção química 

promovida por injeção intraplantar de formalina e ácido acético i.p 

(SANTOS & RAO, 2000).

O CIN induziu proteção contra injúria hepática induzida por GalN- 

LPS, através da inibição da produção do TNF-a. É sugerido que 0 CIN 

pode ser um agente promissor no combate a patologias associadas ao 

choque séptico (SANTOS et al., 2001). CIN, bloqueou também a injúria 

52



gástrica promovida por etanol, de modo similar ao ácido 

nordihidroguanetico, um inibidor da lipoxigenase. Em estudo de secreção 

gástrica, o CIN semelhantemente a cimetidina, um bloqueador do receptor 

de histamina, inibiu o volume do suco gástrico bem como a acidez total 

(SANTOS &RAO, 2001).

Os efeitos do óleo essencial de Salvia lavandulaefolia Vohl e de seus 

constituintes monoterpenos foram investigados sobre a acetilcolinesterase 

eritrocitária de humanos in vitro. Usando método de espectrofotometria de 

análises cinética, os autores concluíram que o óleo essencial, CIN e a- 

pineno inibem de modo reversível e não competitivo a acetilcolinesterase 

(PERRY et al., 2000). O óleo essencial e seus constituintes monoterpenos 

também inibiram a referida enzima in vivo. Este efeito é relevante para o 

tratamento da doença de Alzheimer (PERRY et al., 2001).

O óleo essencial de Nepeta italica, rico em CIN, bloqueou 

contrações induzidas por ACh em íleo de rato, mas não foi eficaz em inibir 

o efeito contraturante do neurotransmissor colinérgico em aorta de rato 

(AYDIN et al., 1999). O CIN, administrado por via intravenosa, em ratos 

anestesiados e em vigília, induziu hipotensão arterial (LAHLOU et al., 

2002b). Os autores sugerem que o referido efeito seja mediado pelo 

relaxamento da musculatura lisa vascular.

O CIN inibiu o crescimento de células MOIT4B e HL-60 de 

leucemia humana, mas não interferiu no crescimento de células TATO III 

de câncer estomacal. O presente estudo mostra que a supressão do 

crescimento celular pelo CIN, em linhagens de células leucêmicas resulta 

da indução de apoptose por este composto (MOTEKI et al., 2002).
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1.5 Organização morfofuncional e histológica do sistema 

respiratório

As funções primárias do sistema respiratório são: trocas de gases 

entre atmosfera e sangue, regulação homeostática do pH corporal, proteção 

contra substâncias irritantes e patógenos inalados e vocalização. Além 

destas funções, o sistema respiratório também é fonte de perda signifícante 

de água e calor do corpo. Nos mamíferos, os pulmões são os órgãos 

encarregados de fornecer O2 ao organismo e dele retirar o excesso de CO2. 

Nos seres humanos a superfície pulmonar encarregada das trocas gasosas é 

de 70 a 100 m (uma das maiores áreas de contato do organismo com o 

meio ambiente). Essa enorme superfície fica retida no interior do tórax, 

distribuída por 300 milhões de alvéolos pulmonares (SILVERTHORN, 

1998). As vias aéreas são mantidas úmidas por uma camada de muco que 

reveste a superfície epitelial. O muco é secretado por células caliciformes 

isoladas presentes no revestimento epitelial das vias aéreas, e por pequenas 

glândulas submucosas. O muco é removido das vias aéreas por meio do 

epitélio ciliado, comum na zona de condução. A traquéia é revestida por 

uma mucosa especial chamada mucosa respiratória que apresenta epitélio 

estratifícado ciliado (ROSS et al., 1993).

O sistema respiratório dos mamíferos é compreendido pela zona de 

transporte gasoso, formado pelas vias aéreas superiores e árvore 

traqueobrônquica, encarregados de acondicionar e conduzir o ar até a 

intimidade dos pulmões; pela zona respiratória onde se realizam as trocas 

gasosas; e por uma zona de transição, interposta, entre as duas primeiras. A 

árvore traqueobrônquica, ou zona de transporte aéreo estende-se da traquéia 

até os bronquíolos terminais. A partir da traquéia, a árvore 

traqueobrônquica se divide progressivamente, em geral por dicotomia. Os 

brônquios fonte (direito e esquerdo) são considerados como primeira 
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geração da árvore traqueobrônquica. A segunda geração corresponde aos 

brônquios lobares, e assim sucessivamente até os bronquíolos terminais 

(16â geração) (ZIN & ROCCO, 1999).

A zona de transição se inicia no bronquíolo respiratório 

caracterizado pelo desaparecimento das células ciliadas do epitélio 

bronquiolar. Os bronquíolos respiratórios também se diferenciam por 

apresentarem, espaçadamente, sacos alveolares e por se comunicarem 

diretamente com os alvéolos por meio de pequenos poros em suas paredes 

denominados canais de Lambert. A partir do último ramo do bronquíolo 

respiratório surgem os duetos alveolares, que, por sua vez, terminam em 

um conjunto de alvéolos, os sacos alveolares. A zona respiratória, então é 

constituída pelos duetos e sacos alveolares e alvéolos, onde ocorrem as 

trocas gasosas (ZIN & ROCCO, 1999).

A traquéia apresenta o formato de um tubo vertical, localizado 

abaixo da laringe. Possui uma porção cervical e uma torácica formada por 

anéis cartilaginosos sobrepostos ligados pela membrana cricotraqueal. Na 

extremidade posterior da traquéia não existe anel, esta extremidade é de 

consistência não firme e possui tecido muscular que tensiona as bordas de 

cartilagem e não deixa que elas se abram, permitindo que a porção 

posterior possua certa mobilidade. A membrana cricotraqueal reveste 

extemamente todo órgão até a bifurcação onde a traquéia se divide, ponto 

este denominado carina.

Histologicamente, os tecidos traqueal e bronquiolar são formados por 

quatro camadas de células: camada mucosa (epitélio pseudo-estratificado 

cilindro ciliado e uma lâmina própria), camada submucosa, camada de 

músculo liso com peças de cartilagem e camada adventícia. As células 

comuns do epitélio traqueobrônquico são ciliadas, caliciformes e células 

basais. As células ciliadas estão presentes em toda zona de condução e 
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através dos movimentos dos cílios, varrem o muco desde os pontos mais 

distais das vias aéreas até a faringe. As células caliciformes estão 

localizadas entre as ciliadas e sua principal função é a produção de muco. 

Existem ainda as células basais que funcionam como aporte de novas 

células (ROSS et al., 1993).

Com a ramificaçãô dos brônquios suas paredes vão gradualmente 

perdendo alguns componentes, daí a ausência de cartilagem e glândulas 

submucosas nos bronquíolos da zona de condução. Nestes bronquíolos, o 

epitélio e fibras musculares lisas são seus principais componentes 

estruturais. O bronquíolo respiratório, presente na zona de respiração, é 

constituído por epitélio cilíndrico cúbico. A parede dos alvéolos é delgada, 

sendo recoberta basicamente por três tipos de células epiteliais: 

pneumócitos tipo I, pneumócitos tipo H e células em escova (ROSS et al., 

1993).

1.6 Anatomo-físiologia do músculo liso respiratório

O músculo liso é uma estrutura importante para o funcionamento do 

organismo, uma vez que seu funcionamento anormal contribui para o 

surgimento de uma série de patologias como hipertensão, aterosclerose, 

coronariopatia, asma, distúrbios intestinais e apoplexia, entre outras 

(MURPHY & BRAYDEN, 1995) Várias destas patologias envolvem 

diretamente o mecanismo de excitação-contração do músculo liso.

Nos mamíferos, o músculo liso traqueal situa-se na porção dorsal, 

unindo as extremidades dos anéis cartilaginosos. Os anéis cartilaginosos 

estão presentes em toda extensão da traquéia e nos brônquios principais, 

tomando-se esparsos na extremidade distai da árvore respiratória 

(COMROE, 1977). O músculo liso traqueal é constituído por uma camada 

de feixes de fibras musculares lisas com ramificações mínimas e orientação 
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transversal. O suprimento vascular para o músculo liso é derivado da 

artéria brônquica (STEPHENS, 1988).

Na maioria dos músculos viscerais, a superfície da célula em repouso 

é lisa e regular. Nesse tipo de musculatura as junções célula à célula são 

muito freqüentes. A capacidade do tecido para contrair baseia-se na 

existência dessas junções (junções gap) que permitem a excitação tanto 

oriunda de nervos como de células marca-passo e espalham-se por todas as 

células (SOMLYO, 1985; MOSS & HOFMANN, 1992).

As células de músculo liso, em geral, não apresentam um sistema 

organizado para o processo de excitação-contração, como o sistema de 

díades e tríades dos músculos esqueléticos. O retículo sarcoplasmático (RS) 

existe em forma rudimentar. Apesar disso, apresenta uma organização 

celular ímpar que é a base de seu mecanismo contrátil (MOSS & 

HOFMANN, 1992; SPERELAKIS, 1993). Os filamentos contráteis 

ocorrem paralelamente ao eixo longitudinal da célula. Estes filamentos são 

unidos, em série, por corpos densos (equivalentes a linha Z) e finalmente 

com o plasmalema, com corpos densos terminais os quais parecem formar 

uma espiral ao longo do comprimento da célula. Devido a esse arranjo 

espiralado, a tensão desenvolvida por uma célula de músculo liso ocorre 

nas três dimensões, sendo que o componente primário da força é ao longo 

do eixo longitudinal (SMALL & FOSTER, 1986; MOSS & HOFMANN, 

1992).

O sarcolema contém tipos diferentes de proteínas receptoras que 

podem iniciar ou inibir o processo contrátil (KNOT et al., 1996). Os 

músculos lisos podem ser ativados por múltiplos tipos de sinais nervosos, 

estimulação hormonal, estiramento do músculo e por outras formas 

(MEISS, 1989; SAITO et al., 1994; NIXON et al., 1994).
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As células dos músculos lisos das vias aéreas estão dispostas em 

feixes (300 a 400 células) separados por espaço interfascicular que contém 

colágeno, elastina, fíbroblastos, mastócitos, axônios e vasos sanguíneos 

(STEPHENS, 1988). O sarcolema do músculo liso traqueal possui uma 

bicamada lipídica com moléculas de proteínas inseridas. O RS existe como 

uma estrutura tubular mas não apresenta a organização do RS do músculo 

esquelético. Apresentam “corpos densos” que são considerados análogos 

dos discos Z dos músculos estriados. Os “corpos densos” são estruturas que 

transmitem força mecânica e proporcionam o acoplamento entre os 

miofilamentos e o estroma do tecido conectivo (GABELLA, 1976; 

SOMLYO et al., 1980). A contração do músculo liso das vias aéreas induz 

aumento de resistência à passagem de ar (BERNE & LEVY, 1998).

1.7 Propriedades elétricas de células de músculo liso 

respiratório

O potencial transmembrana (Em) em células musculares de traquéia, 

brônquios e bronquíolos está no intervalo de - 45 a - 60 mV. O Em pode 

aumentar com a redução do diâmetro das vias aéreas (SMALL & FOSTER, 

1990).

Em várias células, a contração muscular é precedida por 

despolarização do Em e as variações na atividade elétrica da membrana 

estão relacionadas às funções dos tecidos (MOSS & HOFMAN, 1992).

Em algumas espécies animal, as células musculares das vias aéreas 

são eletricamente quiescentes. Em traquéia de humanos, gatos e galinhas e 

brônquios e bronquíolos de caninos não ocorrem oscilações espontâneas do 

Em (SMALL & FOSTER, 1990). No entanto, em traquéia de bovinos, 

caninos e cobaios frequentemente ocorrem oscilações espontâneas do Em, 

conhecidas como ondas lentas com amplitude média de 2 a 20 mV 
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(SMALL, 1982; AHEMD et al., 1984; SMALL & FOSTER, 1986). As 

células musculares lisas de traquéia de cobaio apresentam oscilações 

espontâneas que podem ser disparadas continuamente ou periodicamente 

em freqüência aproximada de 0,7 a 1,6 Hz. O Em oscila espontaneamente 

devido a uma redução gradual na permeabilidade do sarcolema aos íons K+ 

e quando é alcançado o limiar para ativar canais de Ca se inicia um 

potencial de ação (MOSS & HOFMANN, 1992). Nos músculos lisos das 

vias aéreas que possuem atividade espontânea, as células que disparam as 

ondas lentas de maior freqüência funcionam como marca-passo, excitando 

as células menos ativas no mesmo feixe muscular (McCAIG & 

SOUHRADA, 1980). O músculo liso das vias aéreas não funciona como 

sincício perfeito, apesar da existência do acoplamento elétrico entre as 

células (DIXON & SMALL, 1983).

O mecanismo exato de geração de ondas lentas não está prontamente 

determinado. Acredita-se que sejam de natureza miogênica uma vez que 

não são alteradas por bloqueadores ganglionares e neuronais (SANDERS, 

1989). As ondas lentas não dependem da síntese de PGs (McCAIG & 

RODGER, 1986) e são abolidas pelo resfriamento, por inibidores de 

ATPase, por alterações no Em (SMALL & FOSTER, 1990) e por inibidores 

do influxo de Ca e em meio isento de Ca (AHMED et al., 1985; 

SMALL & FOSTER, 1990).

Em traquéia de cobaio, o aumento da freqüência das ondas lentas 

está associado com alterações no tônus da musculatura da traquéia, com 

espasmos induzidos por leucotrieno D4 (LTD4), por baixas concentrações 

de histamina (HA) e acetilcolina (ACh) (AHMED et al., 1984; McCAIG & 

RODGER, 1986).

Os efeitos eletrofisiológicos de agentes contraturantes podem estar 

associados com despolarização da membrana plasmática, indução ou 
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aumento da frequência de ondas lentas e deflagração de potencial de ação 

(SMALL, 1982) e agentes relaxantes podem estar associados com 

hiperpolarização e supressão de ondas lentas (SUZUK et al., 1976; 

SMALL, 1982). Em traquéia de cães e bovinos, o KC1 produz espasmos 

seguidos de despolarização que não deflagra potencial de ação. Em traquéia 

de cobaio, no entanto, o KC1, em baixas concentrações, não evoca 

potenciais de ação mas promove atividades de ondas lentas e em 

concentrações mais elevadas dispara potencial de ação (SMALL & 

FOSTER, 1990). Os efeitos espasmogênicos do KC1 podem depender do 

influxo de Ca2+ através dos canais de membrana dependentes de voltagem 

(FOSTER etal., 1983)/

Os efeitos contraturantes do tetraetilamônio (TEA), em músculo liso 

traqueal, parecem estar associados com despolarização do sarcolema, 

promoção de ondas lentas e deflagração de potencial de ação semelhante a 

“spikes” (KANNAN et al., 1983). Similar ao KC1, os efeitos 

espasmogênicos do tetraetilamônio em músculo liso respiratório, dependem 

do influxo de Ca por meio de canais de Ca dependentes de voltagem 

(RAEBURN & RODGER, 1984 WEISS et al., 1985).

Em músculo liso traqueal de cobaio, agonistas adrenérgicos como 

adrenalina, isoprenalina e terbutalina inibem as descargas de ondas lentas 

despolarizando as células (SMALL, 1982; ALLEN et al., 1985). A 

hiperpolarização evocada por estes agonistas provavelmente é devida a 

abertura de canais de K+ (ALLEN et al., 1985).

Os efeitos espasmogênicos da ACh e HA, em músculo liso das vias 

aéreas, provavelmente não dependem diretamente da abertura de canais de 

Ca2+ voltagem dependentes (FOSTER et al., 1984; AHMED et al., 1985) 

nem do influxo de Ca através de canais operados por receptores, mas 
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provavelmente da liberação de estoques de Ca2+ intracelular (FOSTER et 

al., 1983).

1.8 Controle neural das vias aéreas

Há cerca de três séculos, Thomas Bartolinus fez uma descrição dos 

nervos no pulmão do homem. Em suas observações, notou que o Nervorum 

stomachicorum estava sempre localizado na parte posterior dos tubos 

brônquicos e que pequenos e grandes ramos nervosos insinuavam-se sobre 

a porção membranosa externa (BARTOLINUS, 1663). Anos após, Willis 

descreveu “os usos e ofícios do par intercostal”, e subseqüentemente 

associou um possível envolvimento desses nervos com a asma (WILLIS, 

1679).

As vias aéreas contêm inervação motora e sensorial que controla a 

função dos músculos, vasos sanguíneos e glândulas. O sistema nervoso 

autônomo atua tanto na broncoconstrição como na broncodilatação das vias 

aéreas. A inervação das vias aéreas é feita por quatro classes de nervos 

autonômicos: nervos colinérgicos, nervos adrenérgicos, nervos excitatórios 

não adrenérgicos e não colinérgicos e nervos inibitórios não adrenérgicos e 

não colinérgicos (LAITINEN & LAITINEN, 1987; PALMER & BARNES 

1987; BARNES 1988; VAN NIEUWSTADT et al., 1994; ZIN & ROCCO, 

1999). Van Nieuwstadt et al. (1994) destacaram a existência e diferença 

quanto a distribuição da densidade dos receptores para os três sistemas 

colinérgico, adrenérgico e sistema não adrenérgico e não colinérgico 

(NANC).

De modo geral, existe concordância de que a inervação para a 

musculatura, vasos sanguíneos e glândulas das vias aéreas é dupla: 

excitatória e inibitória. A estimulação vagai contrai a musculatura lisa das 

vias aéreas, aumenta a secreção glandular e relaxa os vasos pulmonares 
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(HAHN et al., 1978). Estes efeitos são bloqueados pelo sulfato de 

atropina, sugerindo que são mediados pela ativação dos receptores 

muscarínicos (WIDDICOMBE, 1963). A estimulação simpática, oposta ao 

parassimpático, induz relaxamento da musculatura lisa das vias aérea, 

contrai os vasos sanguíneos e inibe a secreção glandular (CABEZAS et al., 

1971; KADOWITZ et al., 1976).

1.8.1 Inervação colinérgica

Em todas as espécies, o controle neural dominante das vias aéreas é 

exercido por nervos parassimpáticos que medeiam a broncoconstrição 

(OLSEN et al., 1965; BARNES, 1986a; PENDRY, 1993). Esses nervos 

surgem no núcleo vagai do tronco cerebral, descem através do nervo vago e 

fazem sinapse em pequenos gânglios localizados em extenso plexo dentro 

da parede das vias aéreas. Pequenas fibras partem destes gânglios e 

inervam as células alvo. A estimulação vagai resulta em constrição dos 

músculos lisos das vias aéreas a qual pode ser aumentada por inibidores de 

colinesterase ou bloqueada por atropina, indicando que ocorre a liberação 

de acetilcolina (ACh) que atua em receptores muscarínicos 

(RICHARDSON & FERGUNSON, 1979; DAWSON, 1984). O sistema 

nervoso parassimpático possui grande importância na manutenção do tônus 

da musculatura lisa das vias aéreas de várias espécies, incluindo cobaio e 

seres homamos (GROSS & SKORODIN, 1984; VAN DER VELDEN & 

HULSMANN, 1999).
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1.8.2 Inervação adrenérgica

A inervação simpática na musculatura lisa respiratória não é bem 

caracterizada e, dependendo da espécie, pode ser esparsa ou ausente 

(MANN, 1971; PENDRY, 1993; VAN NIEUWSTADT et al., 1994). 

Fibras pré-ganglionares terminam no gânglio estrelado extrapulmonar e 

fibras pós-ganglionares adentram nas vias aéreas, mas sua distribuição 

exata não foi bem esclarecida. Nas espécies em que falta um suprimento 

simpático direto, tem sido mostrada varicosidade colinérgica e 

noradrenérgica em íntima aposição (JONES et al., 1980; DANIEL et al., 

1986; PENDRY, 1993).

É sugerido que a musculatura lisa das vias aéreas de humanos está 

isenta de nervos adrenérgicos (ZAAGSMA et al., 1987). Em 1997a, Rang 

et al., afirmaram que a musculatura lisa das vias aéreas de seres humanos 

não sofre influência do sistema simpático. Em bovinos e caninos foi 

evidenciada moderada inervação adrenérgica na musculatura das vias 

aéreas (VAN NIEUWSTADT et al., 1994). O’ Donnell et al., (1978) e 

Doidge & Satchell, (1982) confirmaram a presença de fibras adrenérgicas, 

apesar de esparsas, nas vias aéreas de cobaios, principalmente na traquéia e 

brônquios, enquanto os bronquíolos apresentaram ausência total desse tipo 

de inervação. A artéria pulmonar, veia e arteríolas, bem como as artérias 

brônquicas apresentam uma extensa inervação adrenérgica, com a maioria 

das fibras presentes no limite médio adventício da artéria pulmonar. O 

sistema adrenérgico, nestes animais, controla as vias aéreas apenas da 

traquéia, e a inibição da musculatura lisa mais periférica das vias aéreas é 

controlada por fatores não-neurais ou pelo sistema inibitório não 

adrenérgico (O’ DONNELL et al., 1978).
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Apesar da inexistência de fibras adrenérgicas na musculatura lisa 

ias vias aéreas, em seres humanos, ou existência esparsa em outras 

jspécies animais, os receptores adrenérgicos (tipo P) têm importante papel 

10 relaxamento bronquial. Estes receptores estão abundantemente presentes 

ia musculatura lisa das vias aéreas de humanos e são provavelmente 

itivados pela adrenalina circulante, promovendo broncodilatação (VAN 

DER VELDEN & HULSMANN, 1999).

1.8.3 Inervação não adrenérgica e não colinérgica

Além da inervação simpática e parassimpática, evidências sugerem a 

existência de uma outra via neuronal que não é de natureza adrenérgica 

nem colinérgica (NANC). Tem-se relatado mecanismos excitatórios 

broncoconstritor e broncodilatador NANC (PENDRY, 1993; FAME et al.,

1994).  Richardson (1979) e Bames (1986a) demonstraram a existência de 

mecanismos NANC excitatórios e inibitórios nas vias aéreas de animais e 

seres humanos. A contração neuronal não colinérgica foi demonstrada em 

vias aéreas de cobaio in vitro (GRUNDSTROM et al., 1981).

No sistema NANC existem mediadores que causam relaxamento e 

mediadores que causam contração da musculatura lisa bronquial que são 

respectivamente os mediadores inibitórios (broncodilatadores) e 

excitatórios (broncoconstritores) do NANC. Os mediadores NANC 

excitatório e inibitório apresentam importante papel na patogênese da asma 

(JOOS et al., 2000).

Provavelmente, a broncoconstrição produzida pela inervação NANC 

seja mediada via liberação de taquicininas, tais como substância P (SP) e 

neurocinina A (NKA) de fibras C sensitivas não mielinizadas. Estas fibras 

podem ter dupla função, sensitiva aferente e motora eferente (SOLWAY &
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JEEF, 1991; PENDRY, 1993), Broncodilatação NANC possivelmente é 

tiediada, pelo menos parcialmente, por neuropeptídeos, tais como peptídeo 

ntestinal vasoativo (VIP) e peptídeo histidina-isoleucina-metionina 

PHI/M) (DIAMOND & GILLESPIE, 1982; BELVISE et al., 1993). Tem 

ido proposto que o óxido nítrico (NO) ou uma substância símile, seja o 

Leurotransmissor em nervos inibitórios NANC (LAMMERS et al., 1992).

1.8.3.1 Taquicininas

São neurotransmissores do sistema nervoso NANC excitatório. Os 

ervos NANC são constituídos por fibras sensoriais não mielinizadas 

hamadas fibras C, que contém taquicininas como SP, NKA e neurocinina 

1 (NKB) (HUA et al., 1985). As taquicininas são assim denominadas por 

iduzirem rápida contração da musculatura lisa contrariamente ao que 

•corre com as bradicininas (PERNOW, 1983).

A regulação do tônus muscular das vias aéreas de cobaios ocorre em 

•arte pelos mecanismos miogênicos NANC, onde as taquicininas são 

onsideradas como principais mediadores na resposta broncoconstritora 

este sistema (KARLSSON, 1986). As taquicininas induzem 

roncoconstrição em cobaios por ação direta na musculatura lisa 

ronquiolar. Em outras espécies, inclusive no ser humano, este mecanismo 

m parte é indireto via estimulação colinérgica (JOOS & PAUWELS., 

993). A contração induzida pela SP, em brônquios e bronquíolos humanos 

jolados, é dose-dependente e menos potente que a HA ou ACh (JOOS & 

AUWELS, 1990).

Fibras nervosas que contém taquicininas estão presentes no aparelho 

jspiratório de várias espécies e a estimulação destas fibras desencadeia 

feitos em vários sistemas fisiológicos de várias espécimes, incluindo seres 

umanos (MAGGI et al., 1991b, ZENG & BURCHER, 1994). As fibras 
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nervosas NANC estão presentes na submucosa, entre as células epiteliais 

das vias aéreas, nos vasos sangüíneos e na musculatura lisa bronquial de 

várias espécies (POLAK & BLOOM, 1982, LUNDBERG et al., 1984, 

MARTLING, 1987). A estimulação de terminações nervosas aferentes 

induz a liberação de SP e NKA (VAN NIEUWSTADT et al., 1994). A 

resposta NANC neste caso é devida a liberação antidrômica das 

taquicininas via nervos sensoriais (BARNES, 1986a).

A síntese das taquicininas ocorre nas células ganglionares sensoriais, 

e transportadas para áreas periférica e central. A liberação das taquicininas 

pode ser induzida por diversas substâncias e procedimentos como 

administração de capsaicina, HA, bradicinina, leucotrieno C4 (LTC4), 

resposta imunológica, estimulação elétrica antidrômica (SARIA et al., 

1988; KOHOGI et al., 1991; LUNDBERG, 1996) e intrusão de íons cálcio 

em resposta a estímulos despolarizantes (SARIA & LUNDBERG, 1983; 

SARIA et al. 1986; MAGGI et al., 1988).

As taquicininas podem ser liberadas localmente por arco reflexo, 

ativando receptores específicos de superfície de membranas e produzindo 

efeitos biológicos (FROSSARD & ADVENIER, 1991). Esses receptores 

foram identificados por auto-radiografías na musculatura lisa das vias 

aéreas de cobaios e humanos, distribuídos topografícamente da traquéia até 

os bronquíolos (JOOS & PAUWELS, 1990). Os receptores 

taquicininérgicos classificam-se em três tipos, NK-1, NK-2 e NK-3 

(FROSSARD & ADVENIER, 1991). A resposta contrátil das taquicininas 

em brônquio isolado de cobaio é mediada pelos receptores NK-1 e NK-2 

(MAGGI et al., 1991a; YUAN et al., 1996).

A ativação destes receptores está associada à estimulação da 

fosfolipase C, ligada ao fosfatidilinositol. As taquicininas induzem 

contração da musculatura lisa das vias aéreas pela estimulação da hidrólise 
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do fosfatidilinositol, com consequente formação de inositol-1,4,5- 

trifosfato (IP3) que libera íons cálcio de estoques intracelulares 

(GRANDORDY etal., 1988; LUNDBERG, 1996).

As taquicininas são degradadas por várias enzimas denominadas 

peptidases, sendo mais conhecida a endopeptidase neutra (NEP). A NEP é 

também denominada encefalinase e metaloendopeptidase neutra (MATSAS 

et al., 1983; HOOPER et al., 1985). Esta enzima está presente na camada 

epitelial e na musculatura lisa das vias aéreas (JOHNSON et al., 1985; 

SEKIZAWA et al., 1986).

í.8.3.2 Peptídeo intestinal vasoativo

O peptídeo intestinal vasoativo (VIP) é um neurotransmissor 

inibitório das fibras nervosas NANC. Inicialmente descrito por Said & 

Mutt (1969) como substância vasoativa. Posteriormente foi obtida de 

extratos de pulmão (BARNES, 1989), extratos de duodeno de suínos, vias 

aéreas de felinos, ratos e cobaios (GHATEI Qt al., 1982) e em outras 

estruturas de espécies de mamíferos (LILLY, et al., 1993).

Este peptídeo apresenta potente efeito broncodilatador das vias 

aéreas de várias espécies de animal, incluindo 0 homem (BARNES, 1989). 

Em experimentos in vitro, o VIP reduz ou previne a broncoconstrição 

induzida por HA, prostaglandina F2a, serotonina (5-HT), LTD4 e NKA 

(SAID, 1987). O VIP ativa a adenilato ciclase da musculatura lisa das vias 

aéreas induzindo relaxamento em várias espécies (PALMER & BARNES, 

1987; BARNES, 1988). Em músculo liso traqueal de suínos, a ação deste 

neurotransmissor pode ser direta, provavelmente via estimulação de NO 

(GRIDER et al., 1992; KANNAN & JOHNSON, 1992). No músculo liso 

das vias aéreas de bovinos, o VIP pode modular a liberação de acetilcolina 
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ou modificar seu efeito, pois reduz o efeito contrátil deste agonista quando 

administrado exogenamente (PALMER & SAMPSON, 1985).

O VIP é metabolizado através da NEP (LUNDBERG, 1996). As 

proteases dos mastócitos também podem hidrolisa-lo. Estudos em pulmão 

perfundido demonstraram que os metabólitos deste neurotransmissor não 

possuem ação fisiológica (LILLY et al., 1993).

1.8.3.3 Óxido nítríco

A importância fisiológica do NO se deu a partir dos trabalhos de 

Furchogtt & Zawadzki, no início da década de 80. Estes pesquisadores 

estudando a vasodilatação induzida por ACh em aorta de coelho, 

observaram que esse efeito era dependente da integridade do endotélio e 

sugeriram que esse agonista liberava uma substância a qual foi denominada 

fator de relaxamento derivado do endotélio (FRDE).

As similitudes dos1 efeitos farmacológicas do FRDE e do NO, 

levaram Furchogtt (1988) e Ignarro et al., (1988a, b) a identificarem 

independentemente que o FRDE seria o NO.

Várias células podem produzir NO, destacando-se células 

endoteliais, neurônios, neutrófilos (WRIGHT et al., 1989; FIERRO et al.,

1995) e macrófagos (Di ROSA et al., 1990). A biossíntese do NO ocorre a 

partir da L-arginina e do oxigênio molecular, gerando NO e L-citrulina 

através das enzimas óxido nítrico sintetase (NOS). Foram identificados três 

subtipos de NOS: a endotelial, a neural (constitutivas), e a induzida. As 

enzimas constitutivas são importantes na comunicação celular e 

manutenção de processos fisiológicos, são dependentes de cálcio- 

calmodulina e produzem NO por curtos intervalos de tempo. A via 

induzida independe de cálcio-calmodulina, é alterada por corticóides e 

produz NO por períodos prolongados. Sugere-se que esta via seja mais 
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importante e a única envolvida em situações fisiopatológicas 

(RADOMSKI et al., 1990; BATLOUNI & RAM1RES, 1994; GOMÉZ- 

JIMENEZ et al., 1995).

1.9 Bioquímica da contração do músculo liso respiratório

1.9.1 Acoplamento excitação-contração

Acoplamento excitação-contração (AEC) é a seqüência de eventos 

elétricos e bioquímicos que induzem o aumento da concentração de Ca 

intracelular [Ca ]i sem considerar os fenômenos bioquímicos da contração 

propriamente ditos (SPERELAKIS, 1993).

Há um século, foi demonstrado que estímulos elétricos induziam 

contrações em músculo esquelético de batráquio. Posteriormente, estudos 

em músculo liso vascular, deixaram claro que contrações induzidas por 

agonistas poderíam ocorrer com menor ou maior despolarização da 

membrana plasmática. Desde então, aventou-se a hipótese de componentes 

elétrico e mecânico no fenômeno de contração muscular. Em 1968, Somlyo 

& Somlyo denominaram esses eventos de acoplamento eletromecânico e 

farmacomecânico, respectivamente.

No acoplamento eletromecânico, a regulação da força de contração 

depende de alterações do potencial transmembrana (Em) (REMBOLD,

1996).  Vários agonistas induzem contração por despolarização das células 

de músculo liso como 5-HT (NEILD & KOTECHA, 1987), HA (KEEF & 

ROSS, 1986), endotelina (McPHERSON & ANGUS, 1991) e norepinefrina 

(NEILD & KOTECHA, 1987; NELSON et al., 1988). Exemplo clássico de 

acoplamento eletromecânico é a contração induzida pelo potássio. 

Aumentando-se a concentração extracelular de K+, o valor do Em é 
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deslocado para valores mais positivos, ativando canais de cálcio 

dependentes de voltagem (CCDV) e aumentando o influxo de Ca e 

conseqüentemente induzindo contração (NEILD & KOTECHA, 1987; 

HERMSMEYER et al., 1988).

Em geral, o AEC em músculo, envolve a despolarização da 

membrana celular através de canais de Ca2+ voltagem dependente que 

altearam a [Ca2+]i. (JANSSEN, 2002). Vários estudos envolvendo as 

propriedades biofísicas e bioquímicas do músculo liso das vias aéreas têm 

sido desenvolvidos, a fim de entender alterações patológicas que induzem 

broncoespasmo (STEPHENS, 2002).

No acoplamento farmacomecânico, a regulação da força de 

contração é feita por ligação de agonistas como neurotransmissores, 

autacóides ou hormônios a receptores residentes na superfície da membrana 

citoplasmática, sem necessariamente grandes alterações do Em (SOMLYO 

& SOMLYO, 1968; REMBOLD, 1996). A ativação desses receptores pode 

induzir alterações na [Ca ]i ou alterações da sensibilidade das proteínas 

contráteis a este íon (ALLEN & WALSH, 1994). O aumento do cálcio 

intracelular depende basicamente da liberação dos estoques intracelulares 

ou do influxo de cálcio extracelular. O aumento da [Ca2+]i pode ocorrer via 

ativação direta dos canais de cálcio operados por receptores, independente 

de alterações no Em (BOLTON, 1979). Outra via de acesso do cálcio 

extracelular seria através de canais catiônicos não seletivos (CHEN et al., 

1993).

No músculo liso, o AEC pode acontecer tanto por acoplamento 

eletromecânico como farmacomecânico. A despolarização do sarcolema 

pode ocorrer tanto por estimulação elétrica direta como por ligação de 

neurotransmissores e/ou hormônios a receptores existentes na membrana 

citoplasmática. A contração muscular pode ocorrer também por 
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combinação destes dois mecanismos (RASMUSSEN et al., 1987; 

SOMLYO & SOMLYO, 1990; MOSS & HOFMANN, 1992).

Em algumas células, a atividade elétrica da membrana está 

relacionada às funções dos tecidos. Nestas células, a despolarização da 

membrana precede a contração muscular. As células musculares lisas da 

traquéia de cobaio apresentam oscilações espontâneas do Em conhecidas 

como “ondas lentas” que podem ser disparadas continuamente ou 

periodicamente em freqüência aproximada de 0,7 a 1,6 Hz. O Em oscila 

espontaneamente devido a uma redução gradual na permeabilidade da 

membrana aos íons K e quando atinge limiar para ativar canais de Ca um 

potencial de ação é deflagrado (MOSS & HOFMANN, 1992). A atividade 

de “onda lenta” pode estar associada com o aumento do tônus muscular da 

traquéia (SMALL, 1982; SMALL & FOSTER, 1990), com espasmos 

induzidos por LTD4 em traquéia de cobaio (McCAIG & RODGER, 1988) 

ou por baixas concentrações de ACh ou HA (McCAIG & SHOUHRADA, 

1980; AHMED eia/., 1984).

Em músculo liso das vias aéreas que apresentam atividade 

espontânea, as células que deflagram ondas lentas de maior amplitude 

podem agir como “marca-passo” transmitido o impulso para as células 

menos ativas do mesmo feixe muscular (McCAIG & SOUHRADA, 1980).

O processo contrátil das células musculares lisas é iniciado quando 

ocorre aumento da concentração de Ca2+ livre no citosol induzido pelo 

acoplamento eletromecânico (SOMLYO & HIMPENS, 1986) e/ou 

farmacológico (SOMLYO & SOMLYO, 1968). O aumento da [Ca2+]i é o 

principal mecanismo regulador da contração do músculo liso, onde o cálcio 

livre no citoplasma liga-se à calmodulina e ativa a enzima miosina quinase 

de cadeia leve (MLCK) iniciando o processo de fosforilação da molécula 

de miosina. Quando uma célula muscular lisa é estimulada, a concentração 
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í cálcio no citosol oscila de 140 nM para 500 - 700 nM (WILLIAMS & 

\Y, 1986; GERTHOFFER, 1987). Células de músculo liso podem 

ilizar “pools” extra e intracelular de Ca2+ (TRIGGLE & SWAMY, 1983).

elevação da [Ca2+]i pode ser resultante do influxo de Ca2+ por meio dos 

mais de cálcio dependentes de voltagem, liberação de Ca dos estoques 

itracelulares de armazenamento (retículo sarcoplasmático e mitocôndrias), 

srmuta Na+/Ca2+ operando de maneira reversa, influxo por meio de canais 

micos operados por receptores (seletivos para Ca /ATPase) e por meio de 

mais catiônicos não seletivos, como canais de cloreto ou combinação de 

ualquer fator acima referido (SPERELAKIS, 1993).

A membrana sarcoplasmática de células de músculo liso possui 

rande variedade de canais iônicos residentes na bicamada lipídica dessa 

strutura. Os canais iônicos são proteínas macromoleculares responsáveis 

ela transmissão de sinais elétricos que passam através de membranas 

elulares. Através de técnicas de biologia molecular e eletrofisiologia, têm- 

3 clonado, expressado e caracterizado genes que codificam essas proteínas 

e canais iônicos (ACKERMAN & CLAPHAM, 1997).

Os canais iônicos podem responder diretamente a alterações no Em 

iependentes de voltagem), a ação de hormônios, autacóides e 

eutrotransmissores (operados por receptores), ou indiretamente, através de 

inalização de mensageiros secundários ativados pela interação agonista- 

íceptor (KNOT etal., 1996).

Os canais de membrana que permitem acesso ao cálcio extracelular 

stão subdivididos em canais dependentes de voltagem, que são ativados 

or despolarização da membrana e canais operados por receptores 

specíficos de membranas, que são ativados por diversos agonistas 

BOLTON, 1979).
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Os canais de Ca2+ dependentes de voltagem são classificados em 

canais de cálcio tipos L, T ou N de acordo com a cinética de ativação e 

inativação, condutância, especificidade iônica e sensibilidade a fármacos e 

toxinas (SPEDDING & PAOLETTI, 1992). O canal de Ca2+ tipo L é o mais 

importante nas células musculares lisas. Esse canal é caracterizado por 

elevada seletividade para íons Ca2+ (KNOT et al., 1998). Podem adquirir 

três conformações: repouso, ativado (aberto) e inativo. A ativação depende 

do Em, sendo desencadeado pela despolarização da membrana celular. Em 

alguns músculos lisos, a despolarização induz potencial de ação 

(BOLTON, 1976). Células de músculo liso traqueal possuem Em entre -48 

mV e -60 mV e potenciais de ação não são usualmente observados 

(FARLEY & MILES, 1977; FOSTER et al., 1983). A ausência de potencial 

de ação nas células musculares lisas das vias aéreas foi atribuída à alta 

condutância da membrana ao K+ que existe nestas células. A alta 

condutância ao K+ suprime os aumentos regenerativos na condutância de 

Ca2+ para desencadear o “spike” (KROEGER & STEPHENS, 1975).

O cálcio intracelular, além de interagir diretamente com as proteínas 

contrateis, pode ativar canais iônicos, como os canais de cloreto ativados 

por cálcio, podendo levar a despolarização da membrana celular 

(AKBARALI & GILIES, 1993; LAMB et al., 1994; GREENWOOD & 

LARGE, 1997, 1998)

Canais de cloreto (CF) estão presentes na membrana celular e nas 

membranas das organelas subcelulares e servem a uma ampla variedade de 

funções celulares. Existem diferentes tipos de canais de CF com 

propriedades biofísicas diferentes (SING et al., 1995). Esses canais estão 

subdivididos em canais de CF operados por ligantes (ligand-gated) como 

receptores de glicina e ácido gama aminobutírico (GABA), canais de CF 

reguladores de condutância transmembrana na entidade mórbida fíbrose 
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cística, canais de Cl* ativados pelo cálcio e canais de cloreto ativados pelo 

volume celular (JENTSCH, 1996; JENTSCH & GUNTHER, 1997).

Em vários tipos de células, o Cl* não está em equilíbrio eletroquímico 

e a condutância a este íon poderá induzir movimento transmembrana de Cl* 

que poderá influenciar a atividade elétrica de células musculares e 

neurônios, volume celular e transporte trans-epitelial (SING et al., 1995; 

JENTSCH, 1996). No sistema respiratório, a importância do íon Cl* está 

bem documentada, sendo ratificada com a descoberta da secreção anormal 

de Cl* no epitélio bronquiolar de pacientes com fibrose cística. As 

manifestações da fibrose cística originam-se a partir de um defeito na 

proteína do canal de cloreto que não permite que este íon atravesse a 

membrana celular. Esta anomalia pode promover desidratação da mucosa 

que reveste a superfície epitelial, causando obstrução brônquica e infecções 

crônicas. Nesta patologia, a principal causa morte é o comprometimento da 

função respiratória (EGAN et al., 1992; ACKERMAN & CLAPHAM, 

1997; ZEGARRA-MORAN et al., 1997). Alguns estudos sugerem que 

anormalidades no transporte de Cl*, também podem contribuir para a 

gênese da asma (ALTON et al., 1996). Nesta patologia, existe 

hiperreatividade das vias aéreas ligada ao aumento da concentração de Ca 

no músculo liso respiratório, podendo haver envolvimento dos canais de Cl’ 

ativados por Ca2+(MORLEY, 1994).

Corrente de cloreto ativada por Ca2+ foi demonstrada em traquéia de 

cão e cobaio (JANSSEN & SIMS, 1994; NAKAJIMA et al., 1995). Em 

miócitos de traquéia, ACh e HA induzem liberação de Ca dos estoques 

intracelulares ativando canais de Cl* ativados por Ca , levando à 

despolarização da célula (JANSSEN & SIMS, 1993a, b).
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1.9.2 Proteínas contrateis

As células musculares lisas contêm miofíbrilas que fazem parte do 

aparato contrátil destas células. Para compreensão dos mecanismos do 

AEC do músculo liso, faz-se necessário, certo entendimento sobre a 

bioquímica das proteínas contráteis.

Os componentes protéicos do elemento contrátil do músculo liso 

respiratório das vias aéreas são semelhantes aos encontrados em outros 

músculos lisos e incluem actina, miosina, tropomiosina, caldesmon, 

calponina, MLCK e proteínas fosfatases (GERTHOFFER, 1991). Actina e 

miosina são consideradas as duas principais proteínas do maquinário 

contrátil das células musculares lisas das vias aéreas (ALDESTEIN & 

EISENBERG, 1980; GUNST & TANG, 2000).

A molécula de miosina é uma grande proteína assimétrica, 

constituída de seis cadeias polipeptídicas, duas cadeias pesadas (HC) e dois 

pares de cadeias leves (LC2o). As cadeias pesadas formam uma oc-hélice em 

forma de bastão, com aproximadamente 230 KDa cada. As cadeias leves 

constituem cada uma das duas cabeças da molécula de miosina, com 

aproximadamente 20 KDa (LC2o) e 17 KDa (LC17). A miosina pode ser 

dividida em duas porções de domínios funcionais: a meromiosina leve 

(LMM) que representa a região de interação com outras moléculas para 

formar 0 filamento de miosina e a meromiosina pesada (HMM) composta 

principalmente pelas cabeças e porção intermediária com a cauda, que se 

correlaciona com as pontes cruzadas. A HMM pode ser subdividida em 

segmentos Si e S2. O Sj representa as porções globulares que fazem parte 

da cabeça propriamente dita e contém os sítios de hidrólise do ATP e 

ligação com a actina. O S2 é a parte fina intermediaria entre o corpo e as 

cabeças (ALLEN & WALSH, 1994; GUNST & TANG, 2000).
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Os filamentos finos (7 nm de diâmetro), formados principalmente 

por actina, são compostos de dois polímeros lineares de proteína globular 

de 42 KDa em forma de hélice (ALLEN & WALSH, 1994; GUNST & 

TANG, 2000).

A descoberta de duas novas proteínas envolvidas no processo 

contrátil do músculo liso favoreceu o entendimento dos processos 

bioquímicos da contração. Essas proteínas são: caldesmon (SOBUE et al., 

1981) e calponina (TAKAHASHI et al., 1986) ambas ligadas à actina, à 

calmodulina e à tropomiosina, e capazes de in vitro inibirem a MgATPase, 

enzima envolvida no processo de fosforilação da miosina (BARRON et al., 

1979).

Caldesmon (peso molecular 89 KDa) é encontrada no filamento de 

actina ao lado da tropomiosina, arranjada continuamente ao longo do eixo 

da hélice dupla do filamento fino (MOODY et al., 1990; VIBERT et al., 

1993; LI et al., 2000). Caldesmon na presença de tropomiosina pode inibir 

a atividade da actomiosina ATPase (MARSTON & REDWOOD, 1993). 

Durante a contração do músculo liso das vias aéreas, caldesmon é 

fosforilada, sugerindo que esta proteína pode está envolvida na regulação 

da contração no referido músculo (GERTHOFFER & POHL, 1994).

Calponina (peso molecular 34 KDa) é uma proteína específica do 

músculo liso que se liga ao complexo Ca2+-calmodulina. Evidências 

sugerem que, quando ligada a actina inibe a formação de pontes cruzadas, e 

ao ser fosforilada e desligada desta proteína favorece a formação de pontes 

cruzadas e a contração muscular (PRITCHARD & MARSTON, 1993).
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1.9.3 Fosforilação da molécula de miosina e contração do 

músculo liso

O mecanismo primário de indução da contração do músculo liso é a 

fosforilação da molécula de miosina. Os processos de fosforilação e 

desfosforilação da miosina envolvem duas enzimas, miosina quinase de 

cadeia leve (MLCK) e miosina fosfatase de cadeia leve (MLCP), 

respectivamente (IKEBE et al., 1987).

Estímulos hormonais ou neuronais aumentam a [Ca2+]i pela entrada 

de Ca2+ extracelular. via canais de cálcio dependentes de voltagem (CCVD) 

ou canais de cálcio operados por receptores (CCOR) e pela liberação de 

Ca2+ dos estoques intracelulares, principalmente do RS, por meio da 

ativação dos canais de Ca presentes na membrana desta organela, 

ativados pelo IP3 (SANDERS & PUBLICO VER, 1994). Em conseqüência 

do aumento da [Ca2+]i, quatro íons Ca2+ (CaO se ligam a molécula de 

calmodulina (CaM). A conformação da calmodulina é modificada e seus 

sítios hidrofóbicos são expostos e interagem ativando a MLCK. O 

complexo CarCaM-MLCK produz uma forma isomérica ativa da MLCK 

que catalisa a reação de transferência do grupo fosforil da molécula de 

MgATP para o resíduo de serina 19 das duas cadeias leves de miosina 

(LC2o). A ativação da enzima MgATPase dependente de actina ocorre 

paralela a fosforilação da miosina, disparando 0 ciclo de pontes cruzadas da 

miosina ao longo dos miofilamentos de actina, com geração de força e 

contração do músculo (KAMM & STULL, 1985; HIRANO et al., 1991; 

REMBOLD, 1992; GUSEV et al., 1994; ALLEN & WALSH, 1994; 

HIMPENS etal., 1995).

Em condições fisiológicas, 0 músculo liso mantém-se sob um estado 

de contração, denominado tônus basal. Este tônus é restaurado a medida
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0 1que a [Ca ]j é reduzida. A molécula de MLCK retoma a sua forma 

inativa, com a dissociação do Ca -CaM. Com a inativação da MLCK, a 

LC2o é desfosforilada pela ação da MLCP, revertendo os efeitos funcionais 

da fosforilação, e induzindo relaxamento muscular (SHZMZU et al., 1994). 

Os níveis de Ca2+ retomam ao normal através do bombeamento deste íon 

para o meio extracelular, pela bomba de cálcio ou por trocas Na /Ca e 

pela recaptação de Ca2+ para 0 RS por meio da bomba de Ca2+ presente 

nesta organela celular (MISSIAEN et al., 1992; SOMLYO et al., 1992; 

HTMPENS et al., 1995).

1.9.4 Receptores de membrana e transdução de sinal

O acoplamento farmacomecânico é um mecanismo fisiológico 

importante para contração do músculo liso (SOMLYO & SOMLYO, 

1968). Faz-se necessário entender como receptores residentes na superfície 

do sarcolema transduzem e ampliam os sinais que lhes são enviados 

(SOMLYO & SOMLYO, 1990; LAMBERT& HOFFMANN, 1993).

A transdução de sinais modulada por autacóides, neurotransmissores 

e hormônios envolve a ativação de receptores que transpõem a membrana 

celular e proteínas ligadas ao guanosina trifosfato (proteínas G). Essas 

proteínas acoplam 0 receptor a várias enzimas efetoras que atuam sobre 

substratos citoplasmáticos ou ligados à membranas, gerando mensageiros 

secundários reguladores (RANG et al., 1997a, b).

Em músculos lisos, de um modo geral, agonistas mobilizadores de 

Ca2+ interagem com receptores de membrana e promovem hidrólise de 

vários fosfolipídeos de membrana, principalmente fosfatidilinositol e 

fosfatidilcolina. A hidrólise do 4-5-bifosfasto de fosfatitilinositol pela 

fosfolipase C (PLC) origina dois mensageiros, o inositoltrifosfato (IP3) e 0 
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diacilglicerol (DAG). O aumento inicial de Ca2+ citoplasmático, na 

maioria das células musculares, ocorre devido a liberação de Ca2+ induzida 

pelo IP3 do RS, via. canais de Ca2+ (EXTON et al., 1991; MURTHY et al., 

1992; BERRIGE, 1993). A liberação de Ca2+ do RS contribui para o 

componente fásico inicial da contração (meio com Ca2+), e para contração 

transitória (meio livre de Ca ). O D AG ativa a proteína quinase C (PKC) 

que estimula a atividade de canais lentos de Ca2+. A entrada de Ca2+ por 

mèio destes canais pode favorecer 0 recarregamento do RS (DANIEL et 

al., 1992).

No músculo liso de traquéia, Daniel et al. (1992) propuseram um 

mecanismo para 0 processo de acoplamento excitação-contração. Segundo 

estes autores, os agonistas agem em seus receptores específicos 

estimulando o “turnover” de fosfatidilinositol. A ligação do agonista ao 

receptor ativa a fosfolipase C (mediada por proteína G) que hidrolisa o 

fosfatidilinositol difosfato (PIP2) em DAG e IP3. O IP3, por sua vez age 

liberando Ca do retículo sarcoplasmático, via canais liberadores de Ca . 

Esta liberação de Ca de estoque interno contribui para 0 componente 

fásico inicial da contração (em meio contendo Ca2+), e para a contração 

transiente (em meio livre de Ca ). O DAG ativa a proteína quinase C que 

estimula a atividade de canais de Ca2+ A entrada de Ca2+ através destes 

canais pode contribuir também para 0 recarregamento do RS.

Desde os experimentos de Dale (1914) que diferenciaram as ações 

muscarínicas e nicotínicas da ACh e com a posterior identificação e 

classificação dos subtipos de receptores colinérgicos, está evidente que os 

efeitos do mediador colinérgico resultam da ativação dos receptores 

muscarínicos e nicotínicos. No sistema nervoso central, é sugerido que os 

receptores muscarínicos estejam envolvidos no controle motor, regulação 

da temperatura e da atividade cardíaca, enquanto os nicotínicos estão 
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envolvidos na transmissão sináptica cerebral (ROLE & BERG, 1996). 

Entre os efeitos periféricos, os receptores muscarínicos medeiam contração 

de músculos lisos, secreções glandulares e funcionamento cardíaco.

A mais recente classificação dos receptores colinérgicos, baseada em 

técnicas de biologia molecular, define cinco tipos de receptores 

muscarínicos, Mb M2, M3, M4 e M5 (CALFIELD & BIRDSALL, 1998). Os 

receptores Mi estão localizados nos gânglios e várias glândulas, os M2 

predominam no miocárdio induzindo efeitos cronotrópico e inotrópico 

negativos, os M3 e M4 são encontrados em músculos lisos. Quanto aos 

receptores M5, sua distribuição topográfica não encontra-se bem definida 

(REEVERer al.,.1997).

Os receptores Mb M3 e M5, principalmente os M3, são os 

responsáveis pela contração colinérgica dos músculos lisos dos sistemas 

gastrointestinal e respiratório (GERTHOFFER, 1991). Esses receptores 

interagem com a proteína-Gq/n estimulando a fosfolipase C com 

subseqüente geração de IP3 e DAG. O IP3 induz liberação de Ca dos 

estoques de armazenamento intracelulares enquanto 0 DAG ativa PKC. 

Ambas as vias operam como moduladores funcionais na contratilidade do 

músculo liso (BERRIDGE, 1993; TANAKA & NISHIZUKA, 1994). Os 

receptores M2 e M4 interagem com um grupo diferente de proteína G (Gi e 

Go) inibindo a adenilil ciclase com conseqüente redução da concentração 

intracelular de monofosfato de adenosina cíclico (AMPC). A estimulação 

desses receptores também pode ativar canais de K+ operados por receptor, 

bloqueando a atividade dos CCDV.

Auto-radiografia indica a presença de P-adrenorreceptores no 

músculo liso respiratório, epitélio, glândulas, alvéolos e mastócitos. Nos 

seres humanos, praticamente todos os p-receptores das vias aéreas são p2, 
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exceção para os receptores alveolares que são tanto P2 quanto Pi. Ao 

contrário dos receptores muscarínicos, a densidade de P-receptores 

aumenta da traquéia para os brônquios. A estimulação dos referidos 

receptores nas vias aéreas induz relaxamento do músculo liso, inibição da 

liberação de mediadores pelos mastócitos e maior depuração mucociliar. 

Os agonistas oc-adrenorreceptores não exercem qualquer efeito sobre as 

vias aéreas normais, mais induzem contração em vias aéreas não hígidas 

(RANG etal., 1997a, b).

Os receptores p-adrenérgicos pertencem a classe de receptores 

acoplados a proteínas G intermediárias de sistemas efetores (SCHWINN, 

1993). A estimulação dos receptores p induz relaxamento da maioria dos 

tipos de músculo liso por mecanismos que envolvem aumento da 

concentração intracelular de AMPc. Este segundo mensageiro parece gerar 

relaxamento por intermédio da ativação de uma proteína-quinase que 

fosforila e inativa a quinase da cadeia leve de miosina, e desse modo inibe 

a contração (RANG et al., 1997a, b). Tem-se proposto que o AMPc, 

pnmeiramente reduz a concentração de Ca livre no citoplasma e, em 

seguida, atuaria diretamente sobre o sistema actina-miosina (BÜLBRING 

& TOMITA, 1987).

Em 1957, os receptores da serotonina ou hidroxitriptamina (5-HT) 

foram classificados em dois subtipos, M e D. Foi sugerido que os 

receptores M se localizavam nas terminações parassimpáticas controlando 

a liberação de ACh e os receptores D no músculo liso (GADDUM & 

PICARELLI, 1957).

Estudos biomoleculares e com radioligantes mostraram novas 

identidades para os receptores serotoninérgicos (PEROUTKA & SNYDER, 

1979; BRADLEY et al., 1986). Em 1994, foi aceita a classificação 
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proposta por Humphrey et al. (1993). Esses pesquisadores subdividiram 

os receptores em famílias e subfamílias com os devidos ajustes das 

classificações anteriores. A classificação vigente considera os aspectos 

operacionais de Bradley que eram baseados no reconhecimento do receptor 

por radioligantes sintéticos e incorpora parâmetros modernos de biologia 

molecular, como a seqüência de aminoácidos, e mecanismos de transduçao 

de sinais envolvidos na ativação de cada tipo de receptor até a formação de 

segundos mensageiros (HOYER et al., 1994).

Os receptores serotoninérgicos estão classificados em 5-HT](Abcdef), 

5-HT2(ac), 5-HT3, 5-HT4 e 5-HTs. Considerando os aspectos funcionais, os 

receptores 5-HT](Abcdef) inibem a formação de AMPc, 5-HT2(ac) 

estimulam a hidrólise do fosfatidilinositol originando IP3 e DAG, 5-HT3 

estão ligados a canais catiônicos e possuem semelhança com os receptores 

nicotínicos colinérgicos, 5-HT4 e 5-HTs induzem a formação de AMPC 

(ULLMER et al., 1996).

Em músculo liso traqueal de cobaio, a 5-HT se liga a receptores 5- 

HT2a, induzindo contração através do aumenta da [Ca ]i por meio de 

canais de Ca2+ dependentes de voltagem tipo L, liberação de Ca2+ do RS e 

ativação de proteína quinase C (WATTS et al., 1994).

Em 1930, Kurzrot e Lieb relataram a presença de uma substância no 

sêmen capaz de induzir contrações no músculo liso uterino. Goldblatt e 

Von Euler descreveram, independentemente, as atividades contrateis 

musculares e vasodilatadoras presentes no líquido seminal e glândulas 

reprodutoras acessórias masculinas. Von Euler, em 1973, hipotetizando que 

essa substância seria produzida na próstata, denominou-a prostaglandina, 

que de fato é sintetizada na vesícula seminal, mais esta nomenclatura 

perdura até hoje. Após vinte anos, foi demonstrada que a prostaglandina 

não seria substância única, mas uma família de compostos. Na década de 
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60, Bergstrom & Samuelsson determinaram a estrutura molecular de duas 

prostaglandinas e denominaram E e F (PGE e PGF2a). Posteriormente, 

verifícou-se que várias prostaglandinas são sintetizadas nos tecidos a partir 

do metabolismo do AA. Hoje os derivados do AA são reconhecidos na 

comunidade científica como compostos essenciais em vários processos 

reguladores de funções celulares, mas seus papéis fisiológicos não estão 

completamente esclarecidos (SANDERS & NORTHRUP, 1983).

Colemam et al. (1993) propuseram uma classificação para 

receptores de prostanóides. De acordo com a potência dos cinco 

prostanóides naturais sobre preparações distintas, estes autores 

classificaram cinco receptores, um para cada prostanóide: PGD2, PGF2ct , 

PGI2, TXA2 e PGE2, denominados respectivamente, receptores DP, FP, IP, 

TP e EP. Análogos sintéticos dos prostanóides naturais apoiam esta 

classificação que foi confirmada quando se passou a dispor de antagonistas 

destes receptores. Os dados obtidos com compostos sintéticos sugerem que 

há três subgrupos de receptores para PGE2: EPb EP2 e EP3. Estudos com 

radioligantes corroboram esta classificação (RANG et al., 1997a, b).

Postula-se que a capsaicina exerce ações farmacológicas através da 

interação com receptores específicos de membrana expressados, 

predominantemente, em neurônios aferentes primários (SZALLASI & 

BLUMBERG, 1999; SZALLASI, 1999; DELANY et al., 2001; HWANG 

& OH, 2002; UNDEM & KOLLARIK, 2002). A capsaicina é o princípio 

ativo pungente da pimenta picante (malagueta) que induz dor severa e 

imediata quando aplicada sobre a pele (SIMONE & OCHOA, 1991; PARK 

et al., 1995). Hõgyes (1878) foi o primeiro a demonstrar que o extrato 

hidroalcoólico de pimentão doce (Capsicum annuum) induziu redução da 

temperatura corporal quando administrado por via sistêmica. Mais tarde, o 
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grupo de Jancsó demonstrou que a capsaicina, o princípio ativo do extrato 

usado por Hõgyes, estimulava estruturas hipotalâmicas sensíveis ao calor 

em animais (JANCSÓ-GÁBOR et al., 1970 apud SZALLASI, 1994). O 

consumo oral de capsaicina induz salivação, em humanos, supostamente 

pela ativação destas estruturas. Jancsó (1960, 1968) observou que 

administrações repetidas do referido composto resultam em um estado 

refratário que ele denominou dessensibilização. Esse pesquisador também 

enfatizou que a ação bifásica (estimulação inicial seguida de 

dessensibilização) faz da capsaicina e compostos relacionados, agentes 

pungentes únicos com potencial terapêutico. Jancsó não somente postulou a 

existência de receptor de dor sensível a capsaicina, mas também antecipou 

que nervos sensíveis à esse composto contém neurohormônios pró- 

inflamação. Estes mediadores hipotéticos foram mais tarde identificados 

como taquicininas, mais especificamente SP e peptídeo relacionado ao 

gene da calcitonina (PRGC) (BUCK & BURKES, 1986; HOLZER, 1988 

apud SZALLASI, 1994).

Várias evidências indicam a existência de receptores para 

capsaicina, denominados receptores vanilóides (RV), em várias espécies de 

mamíferos. As principais evidências são: i) ligação específica da 

resiniferatoxina, um potente análogo natural da capsaicina, com igual 

espectro de ação, ii) síntese da capsazepina, um antagonista competitivo do 

RV e iii) clonagem do primeiro RV, denominado RVj (SZALLASI, 1994; 

SZALLASI & BLUMBERG, 1999; DELANY et al., 2001; HWANG & 

OH, 2002; UNIDEM & KOLLARIK, 2002). Os RVs estão localizados nos 

neurônios sensoriais, neurônios vagais (gânglio nodoso e gânglio jugular), 

cérebro e, possivelmente, em tecidos não neuronais como mastócitos e glia. 

O espectro de atividades biológicas dos compostos vanilóides sugere a 

existência de subtipos para estes receptores (SZALLASI & BLUMBERG, 
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1999). Recentemente foi identificada uma nova família de gene 

relacionada com RVb Usando técnicas de seqüênciamento gênico e 

clonagem molecular convencional, Delany et al. (2001) identificaram um 

novo RV que foi denominado RVL-2. Diferente do RVi e RVL-i, o referido 

receptor não foi identificado em corpos celulares do gânglio dorsal e fibras 

nervosas sensoriais porém, foi identificado no epitélio das vias aéreas, rins 

e sistema nervoso autônomo (SNA) de seres humanos.

Vários estudos corroboram a existência de RVs nas vias aéreas de 

várias espécies. Dióxido de enxofre e metadisulfeto de sódio induzem 

broncoconstrição em pulmão isolado perfiindido de cobaio, via estimulação 

de nervos sensoriais sensíveis a capsaicina (BANNENBERG et al., 1994). 

Neuropeptídeos e capsaicina estimulam a liberação de citocinas 

inflamatórias em linhagem de células epiteliais brônquicas de seres 

humanos (BEAS-2B) (VERONESI et al., 1999, 2000). Nervos sensoriais 

das vias aéreas estão intimamente ligados a hiperresponsividade 

traqueobronqueal. Achados recentes sugerem que a bradicinina pode ativar 

o RVi por meio de formação de produtos da lipoxigenase que possuem 

atividade agonista sobre RVi em fibras C aferentes de traquéia de cobaio. 

Mediadores inflamatórios, através da proteína quinase C e fosfolipase C, 

sensibilizam RVi. Tais achados levariam a um melhor entendimento da 

etiologia pouco elucidada da asma. Neste contexto, a clonagem de RVs 

pode ser um instrumento para descoberta de novas drogas para o tratamento 

de doenças respiratórias (SPINA & PAGE, 2002; HWANG & OH, 2002; 

CARR et al.,2Wl).

SP e NKA possuem potente efeito pró-inflamação nas vias aéreas. 

Postula-se que a liberação desses neuropeptídeos de nervos sensoriais 

aferentes, por vários estímulos, é induzida pela ativação de RVj. Baseado 

na co-localização de RV ,e SP em nervo trigêmeo da mucosa nasal de rato, 
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sugere-se que a ativação periférica de RVi pode desencadear fenômeno 

mediado por SP, tal como inflamação neurogênica (DINH et al., 2003).

A exposição a partículas poluentes do ar está associada com o 

aumento da mobi-mortalidade de doenças das vias aéreas. Evidências 

sugerem que estímulos induzidos por micropartículas podem ser iniciados 

pela ativação de receptores sensíveis a prótons, incluindo RVs e canais 

iônicos sensíveis a ácidos (AGOPYAN et al., 2003). Estes autores 

demonstraram que micropartículas ativam receptores vanilóides em 

neurônios ganglionares do trigêmeo de rato e células epiteliais das vias 

aéreas (BEAS-2B), aumentando AMPc e induzindo liberação de citocinas.

1.9.5 Mecanismos moduladores da contração do músculo 

liso

Mecanismos bioquímicos diferentes podem contribuir na modulação 

do tônus de músculo liso (YAMAKAGE, 1990). Esses mecanismos podem 

incluir modulação da ligação agonista-receptor, alteração do potencial 

elétrico transmembrana, alteração no influxo de Ca2+, regulação da 

concentração de segundos mensageiros, modulação de atividade enzimática 

e alterações na sensibilidade das proteínas contráteis ao Ca2+. Portanto, a 

intensidade e velocidade da força de contração desenvolvidas no músculo 

dependem da via de excitação que seja ativada, sugerindo que o aparato 

contrátil pode ser modulado por diferentes vias de transdução de sinais e 

segundos mensageiros (ALLEN & WALSH, 1994).

Alterações na [Ca2+]i controlam os níveis de fosforilação da molécula 

de miosina, com consequente geração de força e contração. Está evidente, 

que apenas esta cascata de eventos não é suficiente para elucidar todo o 

processo biomolecular da contração do músculo liso. Evidências indicam a
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existência de mecanismos adicionais dependentes ou independentes de
O iCa , que modulam e corroboram para o entendimento dos mecanismos 

biomoleculares da contração do músculo liso.

Dados experimentais mostram que agentes vasodilatadores, como 

nitroprusiato de sódio, reduzem a força de contração mesmo na presença da 

fosforilação da cadeia leve de miosina sem reduzir a [Ca ]i (Mc DANIEL 

et al., 1992). Altas [Ca2+]i reduzem a sensibilidade da MLCK ao Ca2+, 

sugerindo ativação de uma outra proteína quinase II dependente de 

calmodulina (CaMKII) que é menos sensível ao Ca do que a MLCK, 

sendo ativada quando a [Ca ]i estiver na ordem de 1 qM, concentração 

superior as condições normais de excitação (500 - 700 nM). O complexo 

ativado Ca4-CaM-MLCKII fosforilaria a serina 815 e não a 19 pela MLCK, 

reduzindo a sensibilidade ao Ca2+ para que ocorresse fosforilação da LC20 

(WILLIAM & FAY, 1986; TANSEY et al., 1992).

A dependência da [Ca2+]i para fosforilar a cadeia leve de miosina foi 

denominada de sensibilidade da maquinaria contrátil ao Ca . Esta 

sensibilidade é alta quando pequeno aumento relativo na [Ca ]i induz 

grande nível de fosforilação da miosina (SOMLYO & HIMPENS, 1986; 

HIMPENS et al., 1995), e baixa quando grande aumento relativo na [Ca2+]i 

induz pequeno aumento na fosforilação da molécula de miosina (TANG et 

al., 1992; NOMURA et al., 1992; HIMPENS et al., 1995).

Foi sugerido, através de mensuramento simultâneo da [Ca2+]i e da 

força de contração, que a força contrátil pode ser modulada por alterações 

na [Ca2+]i, por alterações na sensibilidade das proteínas contrateis ao Ca2+ 

ou por ambos (BRUSCHI, et al., 1988; HIMPENS & SOMLYO, 1988; 

HIMPENS etal., 1990).
Q i

A sensibilidade da maquinaria contrátil ao Ca pode ser modulada 

dependendo do tipo de estímulo. Alta sensibilidade pode ser observada com 
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estímulos que ativam a proteína G, aumentam IP3 e liberam Ca2+ de 

estoques intracelulares como histamina, fenilefrina, endotelina e ativadores 

inespecífícos de proteína G (TANG et al., 1992; SATOH et al., 1993; 

HIMPENS et al., 1995). Baixa sensibilidade pode ser observada com 

agentes que só induzem influxo de Ca2+ como, despolarização de 

membrana, ATP e inversão da permuta Na+/Ca2+ com baixa concentração 

de sódio intracelular (REMBOLD, 1992). A redução da sensibilidade ao 

Ca pode ser causada por balanço alterado entre a atividade da quinase e 

da fosfatase da cadeia leve de miosina, resultando em uma relação 

fosforilação/desfosforilação reduzida (HIMPENS et al., 1995).

Grande aumento na [Ca ]i, per se, pode diminuir a sensibilidade do 

aparato contrátil ao Ca2+ (KITAZAWA & SOMLYO, 1990; STULL et al., 

1990; REMBOLD, 1992). Este mecanismo foi denominado 

dessensibilização induzida por Ca2+. Segundo Stull et al., (1990), um 

grande aumento na [Ca ]i ativa a proteína quinase II que induz fosforilação 

da MLCK em um sítio regulatório chamado A. MLCK fosforilada neste 

sítio, tem baixa sensibilidade ao Ca2+. A redução da sensibilidade ao Ca2+ 

induzida por Ca pode proteger a célula contra os efeitos nocivos 

resultantes de um aumento prolongado deste íon no citosol, e pode explicar 

parcialmente, a contração fásica de alguns tipos de músculos lisos 

(KITAZAWA & SOMLYO, 1990).

Outras vias de sinalização podem estar envolvidas nos mecanismos 

moduladores da contratilidade do músculo liso. Como a via de sinalização 

que envolve 0 AA, um segundo mensageiro lipídico liberado da membrana 

citoplasmática através da ativação da fosfolipase A2, via proteína G, 

promovendo hidrólise de fosfolipídeo e gerando AA, que inibe a MLCP. 

Esta enzima induz desfosforilação e seu bloqueio favorece 0 estado 

fosforilado da molécula de miosina com conseqüente aumento da força de 
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contração do músculo sem, necessariamente, ocorrer alteração na [Ca2+]i 

(ALLEN & WALSH, 1994).

Outra via de sinalização seria através da ativação da PKC, 

independente da [Ca2+]i e fosforilação da miosina. Contrações lentas 

mantidas podem ser induzidas por éster de forbol, um ativador da PKC 

(KAMM et al., 1989). Em outras preparações biológicas pode ocorrer 

aumento da [Ca2+]i e/ou fosforilação da LC20 (OZAKI et al., 1990).

Agonistas muscarínicos e a-adrenérgicos podem ativar uma via de 

sinalização para contração muscular independente de Ca2+. Estudos em 

células isoladas mostram que estes agonistas promovem contração via 

proteína G, ativação da fosfolipase C ou, hidrólise da fosfatidilcolina com 

cojnseqüente produção de DAG, este segundo mensageiro além de ativar a 

PKC, ativaria a proteína quinase C tipo epsílon (PKC-S), uma isoenzima da 

proteína quinase C, levando a fosforilação de duas outras proteínas ligadas 

ao filamento de actina, calponina e caldesmon, disparando 0 mecanismo 

contrátil. Os ésteres de forbol, semelhantes ao DG, ativariam diretamente a 

PKC e a PKC-e (NISHIZUKA, 1984; ANDRÉA & WALSH, 1992; 

COLLINS etal., 1992).

Allen & Walsh (1994) sugerem que as proteínas caldesmon e 

calponina modulam 0 ciclo das pontes cruzadas actina-miosina, ambas 

ativadas por vias dependentes e independentes de Ca2+. A calponina, 

quando ligada a actina inibiría a formação de pontes cruzadas e ao ser 

fosforilada se desligaria da molécula de actina favorecendo a formação de 

pontes cruzadas e consequentemente a contração muscular. Uma vez que a 

MLCK, CaM e PKC possuam diferentes sensibilidades ao Ca2+ e que 

calponina e caldesmon tenham menos afinidade do que a MLCK ao 

complexo Ca-CaM, a célula podería ativar mecanismos diferentes para 
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controlar a proporção fosforilação/desfosforilação da miosina e calponina 

e, graças a estes mecanismos pode regular com precisão o estado contrátil 

do músculo liso. A via de sinalização que envolve a PKC-e podería ativar 

diretamente a calponina independente de Ca e de sua fosforilação, 

permitindo a dissociação entre calponina e actina favorecendo a formação 

de pontes cruzadas e contração. Este mecanismo é condizente com a 

resposta contrátil lenta induzida pelos ésteres de forbol. A PGF2a também
I 

ativa a PKC-S e produz párte de sua resposta contrátil independente de Ca 

(KANASHIRO & KHALIL, 1998).

Estudos recentes apontam o possível papel das mitocôndrias na 

regulação da [Ca2+]j, sugerindo um papel fisiológico citoprotetor contra
04-elevadas concentrações de Ca no citoplasma celular (GUNTER et al., 

1994; DUCHEN, 1999).

Segundo Gerthoffer (1991) existem dois sistemas moduladores que 

agem sobre a contração do músculo liso das vias aéreas: fosforilação das 

LC2o dependentes de Ca /CaM e um mecanismo envolvendo filamentos 

finos e dependentes de Ca .0 mecanismo de filamentos finos envolve 

moléculas de caldesmon, calponina ou ambas proteínas agindo 

concomitantemente com moléculas de tropomiosina.

Na fase inicial da contração, a enzima MLCK é ativada pelo aumento 

da [Ca ]i induzindo à fosforilação das cadeias leves de miosina (De 

LANEROLLE & STULL, 1980; GERTHOFFER, 1986, KAMM et al., 

1989). Provavelmente o aumento da [Ca2+]i ativa também a CaM quinase 

II. A proteína quinase é ativada pelo DAG (DUNCAN et al., 1987).

Na modulação do sistema contrátil do músculo liso das vias aéreas 

foi observada a importância do mecanismo regulatório do filamento fino 

dependente de Ca . As proteínas do filamento fino caldesmon e calponina 
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estão presentes no músculo liso traqueal e estudos preliminares sugerem 

que estas moléculas protéicas são fosforiladas durante a contração do 

músculo. O uso de marcadores de Ca2+ intracelular sugere que a 

sensibilidade do aparato contrátil ao Ca2+ não é fixa, mas pode ser 

modulada por segundos mensageiros. Acredita-se que ainda não estão 

elucidados todos os mensageiros e mediadores que acoplam a ativação dos 

receptores residentes no sarcoplasma à geração de força pela maquinaria 

contrátil no músculo liso das vias aéreas (GERTHOFFER, 1991).

1.10 Justificativa

Em estudos anteriores, o óleo essencial de A. zerumbet, apresentou 

efeitos miorrelaxante e antiespasmódico em músculo liso intestinal 

(BEZERRA et al., 2000a). Estudos preliminares indicam que o OEAz é 

capaz de induzir relaxamento do músculo liso traqueal de rato (BEZERRA 

et al., 2001). O TERP é eficaz em promover o relaxamento da musculatura 

lisá vascular (NASCIMENTO, 1997, 1990) e intestinal (NASCIMENTO, 

1998).

As células musculares lisas das paredes de vários órgãos são vitais 

para diversas funções do organismo e seu funcionamento anormal 

corrobora para o surgimento de diversas patologias (SOMLYO & 

SOMLYO, 1994). As contrações uterinas que favorecem o nascimento das 

diversas espécies de mamíferos, o sibilo e a dificuldade de respiração na 

asma, o espasmo das artérias coronarianas e as cólicas uterinas e intestinais 

são consequências da contração de células musculares lisas presentes em 

diversos órgãos e sistemas do organismo humano e animal.

O músculo liso respiratório é um tipo de músculo para o qual o 

suporte terapêutico atual carece de novos agentes que ampliem as opções 

para auxiliar no tratamento de doenças que induzem broncoespasmos.
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Toma-se de grande importância a descoberta de nova(s) substância(s) 

ativa(s), mais seletiva(s) e com menos efeitos colaterais que ampliem as 

opções terapêuticas desta patologia.

Portanto, sendo o músculo liso respiratório uma estrutura importante 

na fisiopatologia das doenças respiratórias e sendo o OEAz detentor de 

efeitos miorrelaxante e antiespasmódico em músculo liso intestinal o que 

fornece uma potencialidade de uso terapêutico, investigamos os efeitos 

farmacológicos do OEAz e seus principais constituintes químico, TERP e 

CIN, no músculo liso das vias aéreas de rato.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar os efeitos farmacológicos do óleo essencial de Alpinia 

zerumbet (Pers) B. L. Burt et R. M. (OEAz) e de seus principais 

constituintes químicos, 4-terpineol (TERP) e 1,8-cineol (CIN), em músculo 

liso respiratório de rato.

2.2 Específicos

Determinar o efeito intrínseco do OEAz e seus principais 

constituintes químicos sobre o tônus basal do músculo liso respiratório de 

rato.

Caracterizar os efeitos do OEAz, TERP e CIN sobre contrações que 

independem de receptores específicos, induzidas por altas concentrações de 

K+.

Investigar os efeitos do OEAz, TERP e CIN sobre contrações 

induzidas pelo neurotransmissor colinérgico.

Determinar os efeitos do OEAz, TERP e CIN sobre contrações 

induzidas por PGF2a.

Pesquisar os efeitos do OEAz, TERP e CIN sobre as contrações 

induzidas por 5-HT.

Investigar o possível envolvimento do OEAz, TERP e CIN na via 

metabólica do óxido nítrico.

Averiguar a participação de metabólitos do ácido araquidônico no 

mecanismo de ação do OEAz, TERP e CIN.

Averiguar a participação de canais de cálcio voltagem dependentes 

no mecanismo de ação do OEAz, TERP e CIN.

93



Investigar os efeitos do OEAz, TERP e CIN no componente 

contrátil do neurotransmissor colinérgico que independe do influxo de Ca2+ 

extracelular.

Pesquisar os efeitos do OEAz, TERP e CIN sobre contrações 

induzidas pela adição de Ca em tecido despolarizado por altas 

concentrações de K+ (K+ 80 mM).

Determinar as CI50 que caracterizam 0 efeito do respectivo óleo e 

constituintes químicos principais sobre 0 efeito no músculo liso respiratório 

de rato.

Elucidar 0 mecanismo de ação do OEAz, TERP e CIN no músculo 

liso respiratório de rato.
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3 MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Amostra de Alpinia zerumbet (Pers) B. L. Burt et R. M.

A. zerumbet foi coletada em fevereiro de 2001, no Horto de Plantas 

Medicinais, localizado no Campus do Piei da Universidade Federal do 

Seará (UFC), Fortaleza-Ce.

A referida espécime foi classificada por A. M. A. Costa, no Herbário 

5risco Viana Bezerra, do Departamento de Biologia da Universidade 

;ederal do Ceará (UFC), onde encontra-se arquivada a exsicata com N2 de 

egistro 27.138.

3.1.2 Óleo essencial de Alpinia zerumbet (Pers) B. L. Burt et

R. M.

O óleo essencial de A. zerumbet foi extraído das folhas por destilação 

e arraste de vapor d’água. A extração do óleo foi feita no Laboratório de 

Juímica da Universidade Estadual do Ceará, com rendimento aproximado 

e 3% do peso seco das folhas.

3.1.3 4-Terpineol e 1,8-cineol

O 4-terpineol (TERP) (PM= 154,25; d= 0,93 g/mL; t= 96% v/v) foi 

)tido da Aldrich Chemical Company (Milwaukee, WI, EUA). O 1,8- 

neol (CioHigO) (PM= 154,3; d= 0,92 g/mL; R. 10; S. 16) foi adquirido da 

gma Chemical (St. Luis, MO, EUA).
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3.1.4 Soluções fisiológicas

A solução fisiológica nutridora de Tyrode modificada, onde fora 

alterada a concentração de K+ de 1,68 mM (TYRODE, 1910) para 5 mM, 

foi preparada com água deionizada contendo a seguinte composição 

química em concentração milimolar [mM]: NaCl 136; KC1 5; CaCl2 2; 

MgCl2 0,98; NaHCÜ311,9 e glicose 5,5.

A solução com alta concentração de K+ [60 mM ou 80 mM] foi 

obtida pela substituição isotônica do NaCl por quantidade isomolar de KC1, 

a fim de não alterar a osmolaridade e a força iônica da solução. A solução 

com zero cálcio [0Ca ] foi preparada sem inclusão de CaCl2 e adição de 2 

mM de EGTA para quelação do cálcio residual. Para correção do potencial 

hidrogênionico (pH) foi(ram) utilizado(s) hidróxido de sódio [1M] e/ou 

ácido clorídrico [IN],

Os sais utilizados no preparo das soluções foram obtidos das 

companhias Sigma Chemical (St. Luis, MO, USA), Merck Sharp Dohme 

(Darmstadt, Germany) ou Reagen (Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

3.1.5 Drogas

As drogas utilizadas nos ensaios biológicos foram: cloridrato de 

acetilcolma (ACh), ácido etilenoglicol-bis (3-amino-etil-N,N,N’N’- 

tetracético) [EGTA], N-nitro-L-argininametil éster (l-NAME), nifedipina 

(NIF), indometacina (IND), prostaglandina F2ct (PGF2a), 5- 

hidroxitriptamina (5-HT) e cafeína.

Para o preparo das soluções estoques de ACh, l-NAME, PGF2oc, 

EGTA, 5-HT e cafeína utilizamos água deionizada como solvente. A NIF e 

IND foram preparadas em álcool etílico. A NIF durante o preparo e 

manuseio na hora do experimento foi protegida da luz (BAUER et al.,
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1995). As soluções de 0E4z, TERP e CIN foram preparadas no dia do 

experimento diretamente em solução fisiológica de Tyrode modificada. Foi 

utilizado dimetilsulfóxido (DMSO) como solvente, levando-se em conta 

que a concentração final máxima de DMSO nas preparações biológicas foi 

< 0,1%. Desde que o DMSO fora utilizado como solvente para OEXz, 

TERP e CIN, seu efeito foi avaliado em grupos controles pareados nas 

concentrações de 3x10'7 a 3x10’4 v/v equivalentes àquelas utilizadas como 

solubilizante destas substâncias. As soluções estoques foram 

acondicionadas em diversas alíquotas e mantidas a 4°C.

As drogas utilizadas foram de pureza analítica, obtidas das 

companhias Sigma Chemical (St. Louis, MO, EUA), Mercke (Darmstadt, 

Alemanha) e Calbiochem (San Diego, CA, EUA). Com exceção da PGF2a, 

fabricada por Rhodia-Mérieux Veterinária Ltda (Paulínia, SP, Brasil) e NIF 

pelo laboratório Bayer (São Paulo, SP, Brasil).

3.2 Métodos

3.2.1 Extração e análise química do óleo essencial

O óleo essencial de A. zerumbet foi extraído de folhas por destilação 

com arraste de vapor d’água, em aparelho tipo Clevenger, segundo 

Craveiro et al., 1976.

O processo de extração do óleo seguiu o seguinte método: folhas 

frescas (41,30 Kg) foram cortadas em pequenas partes e colocadas em 

frasco de vidro, conectado em um dos terminais a um vaso de vidro 

contendo água em ebulição e o outro terminal a um condensador de água 

fria. O vapor d’água ao passar através das folhas arrasta substâncias 

voláteis existentes no material formando uma mistura de vapores. Após a 
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passagem no condensador ocorreu separação das fases hidrofóbicas e 

hidrofílicas, separadas por decantação. Na fase hidrofóbica ficou retido o 

óleo, enquanto a fase hidrofílica foi denominada hidrolato.

A análise do óleo essencial foi feita pelo método de cromatografia 

gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM) (STENNHAGEN et 

al, 1974; ALENCAR et al., 1984; ADAMS, 1989). O óleo foi analisado 

usando equipamento Hewlett-Packard 5971 GC/MS, nas seguintes 

condições:

* Coluna: capilar de DB-5-dimetilpolisiloxane com 30 m de 

comprimento e 0,25 mm de diâmetro interno.

* Gás de arraste (carreador): Hélio (1 mL/min).

* Programa: 50-180°C a 4°C/min. em seguida 180-280°C a 

20°C/min.

* Temperatura do injetor: 250°C.

* Os espectros de massas foram produzidos por impacto eletrônico 

(70 eV).

Os espectros de massa obtidos dos constituintes foram também 

comparados com padrões em biblioteca do computador no aparelho, bem 

como por comparação visual com espectros de catálogos e observação dos 

índices de Kovats (ADAMS, 1995). Os constituintes identificados estão 

listados em ordem de eluição de uma coluna não-polar na Tabela 1. Esta 

análise foi feita no Parque de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 

do Ceará (PADETEC).

A presença dos dois principais constituintes, 1,8-cineol e 4-terpineol, 

foi confirmada através da análise do espectro JH e 13C-NMR desses 

compostos comparado com o espectro do óleo. Os compostos foram 

adquiridos da Sigma (St. Louis, MO, EUA). Os espectros de RNM^ e
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RNMnC foram registrados em um Brucker Avance DRX-500 MHz 

instrument, no Centro Nordestino de Aplicação e Uso de Ressonância 

Magnética (CENAUREM). Rotação óptica do óleo: [oc]D 20 (+) 41,7.

3.2.2 Modelo experimental para registro de contração 

isométrica em músculo liso in vitro

Foram usados ratos (Ratus norvegicus) Wistar Kyoto, adultos, 

machos, com peso entre 200-350 gramas, oriundos do Biotério do Instituto 

de Biomedicina UFC/HEMOCE. Os animais foram sacrificados por 

concussão cerebral. A traquéia foi removida através de incisão longitudinal 

da pele na face ventral do pescoço. As glândulas parótidas e os músculos 

hióideo e estemo-cleido-mastoideo foram afastados, a traquéia removida e 

transferida para placa de Petri com solução fisiológica de Tyrode 

modificada. Os tecidos anexos foram desprezados e a mesma seccionada 

transversalmente em anéis (1,0 cm de comprimento) e fixados através de 

peças triangulares manufaturadas com fio de aço inoxidável (Fig. 4). A 

preparação de traquéia foi montada segundo Castilo & De Beer (1948). Os 

anéis foram montados verticalmente em câmara de superfusão para órgão 

isolado (capacidade 10 mL), contendo solução fisiológica de Tyrode 

modificada, aerada continuamente por borbulhamento de ar, mantida a 

37°C e pH 7,4. Uma extremidade foi conectada a uma peça triangular e 

esta a uma base fixa e a outra extremidade a um transdutor de força 

isométrico (Grass, modelo FT 0.3, Quincy, MA, EUA), conectado a um 

pré-amplificador. As respostas mecânicas (contração ou relaxamento) do 

músculo foram registradas isometricamente, com transdutores de força 

acoplados a pré-amplificadores. Os dados foram gravados por 

microcomputador através do programa WINDAQ versão 1.65 (DATAQ
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Instruments, Inc., EUA) (Fig. 5). Esta técnica foi rigorosamente seguida 

para todos os ensaios biológicos de contratilidade do músculo liso 

respiratório.

3.2.3 Protocolos experimentais

Sob aspectos gerais, todos os protocolos experimentais foram 

iniciados após um período de 1 hora de estabilização da preparação em 

câmara de superfusão para órgão isolado contendo solução fisiológica de 

Tyrode modificada. Em seguida, a fim de observar a integridade biológica 

do ensaio (viabilidade do tecido), eram evocadas contrações com 60 mM 

de K+ e somente tecidos com contrações padrões e reproduzíveis eram 

utilizados. Este procedimento inicial foi seguido em todos protocolos 

experimentais de contratilidade do músculo liso respiratório. Todos os 

protocolos do presente estudo foram realizados, separadamente, em grupos 

diferentes de animais. A maioria dos resultados aqui apresentados foi 

expresso como percentual da contração potássica inicial que era aferida 

como controle .

Avaliamos o efeito intrínseco do OEriz, TERP e CIN sobre o tônus 

basal do músculo liso traqueal, bem como seus efeitos sob contrações 

induzidas por 60 mM de K+, ACh, PGF2a e 5-HT. Investigamos também a 

participação do NO, metabólitos do AA bem como do componente contrátil 

da ACh que independe do Ca2+ extracelular e os efeitos do óleo e seus 

principais constituintes na presença de cafeína sobre contrações 

promovidas pela adição de Ca2+ em tecido despolarizado com 80 mM de 

K+.
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Figura 4- Preparação dos anéis de traquéia. 1- Laringe, 2- Traquéia, 3- 
Brônquios, 4- Bronquíolos, 5- Anéis de traquéia, 6- Anel de traquéia 
montado em hastes de metal.
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Para avaliarmos os efeitos do OEAz, TERP e CIN sobre o tônus 

basal do músculo liso respiratório, utilizamos concentrações cumulativas 

adicionadas diretamente ao banho, incubadas por 5 minutos. Antes do 

início da primeira aplicação das substâncias em estudo, registrava-se a 

linha de base durante 5 minutos. Alterações para cima da linha de base 

foram consideradas como contração e alterações para baixo consideradas 

como relaxamento. Para mostrar que as possíveis alterações existentes 

eram induzidas pelas substâncias em estudo, controles pareados sem 

exposição as referidas drogas foram feitos, a fim de mensurar o 

relaxamento espontâneo do tônus muscular. Seus traçados foram 

registrados no mesmo intervalo de tempo do tecido tratado. A fim de 

demonstra a integridade fisiológica do tecido muscular após aplicação da 

última concentração da substância em estudo, a preparação era lavada com 

solução fisiológica de Tyrode modificada, por 1 hora, onde avaliávamos a 

resposta da preparação à 60 mM de K+.

A fim de investigar, os efeitos do OEAz e seus principais constituintes 

químicos sobre contrações induzidas por altas concentrações de K+, o 

músculo liso respiratório foi submetido a duas condições experimentais 

distintas: i) inicialmente OEAz, TERP ou CIN foram previamente 

adicionados ao banho por um período de 5 minutos e em seguida evocadas 

contrações subseqüentes com 60 mM de K+; ii) com a contratura potássica 

estabelecida em estado estacionário (músculo mantido despolarizado por 

altas concentrações de K4"), os agentes em estudo foram adicionados em 

concentrações crescentes e de modo cumulativo. Em ambos os casos, a 

remoção do óleo ou seus constituintes da preparação com solução 

fisiológica de Tyrode modificada, por 1 hora, foi suficiente para 

recuperação do músculo ao estímulo potássico.
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Para investigar os efeitos do OEAz, TERP e CIN sobre contrações 

induzidas por ACh, PGF2a e 5-HT foram usadas concentrações dos 

referidos agonistas que produziram aproximadamente 80% da máxima 

resposta contrátil do músculo em cada experimento (concentrações 

submaximais). As curvas concentração-efeito para determinar a resposta de 

cada agente contraturante foram obtidas pela exposição da preparação a 

concentrações crescentes adicionadas à solução do banho por um período 

suficiente para visualização do platô de determinado efeito. Após 

determinação da curva concentração efeito, obtínhamos duas contrações 

consecutivas de amplitudes semelhantes induzidas pela concentração 

submaximal do agonista que eram tratadas como controle. A partir daí, foi 

verificado o efeito de concentrações crescentes de OEAz, TERP ou CIN, 

incubadas por 5 minutos, na resposta contrátil subseqüente para cada 

agonista. Em geral, as concentrações para ACh, PGF2cx e 5-HT foram 10 

pM, 30 pM e 10 pM respectivamente. Após remoção da última aplicação 

da substância em estudo com solução fisiológica de Tyrode, por 1 hora, 

testamos a recuperação da resposta inicial para os referidos agentes 

contraturantes.

Para averiguar os efeitos do OEAz e seus principais constituintes 

químicos no componente contrátil da ACh que independe do Ca 

extracelular, realizamos experimentos eliminando o Ca2+ extracelular. 

Inicialmente, em condições normais de Ca , avaliamos a responsividade da 

preparação aplicando 60 mM de KC1. Em seguida, obtivemos uma 

contração induzida por ACh que foi tratada como controle em relação a 

contração deste agonista em meio isento de Ca2+. Após a preparação 

estabilizar-se na linha de base, aplicamos solução de Tyrode zero-cálcio 

[0Ca2+] contendo 2 mM de EGTA, por 10 minutos, seguido-se de
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aplicações subseqüentes e consecutivas de ACh até que a resposta a este 

agonista fosse completamente abolida. Nestas condições, mensurou-se a 

amplitude da contração induzida por 60 pM de ACh na presença e ausência 

de OEAz ou CIN incubados por 5 minutos. A recuperação da resposta 

contrátil foi realizada após 1 hora em condições fisiológicas de Ca .

Para investigar os efeitos do óleo e seus principais constituintes sobre 

contrações induzidas por ACh em presença de nifedipina (NIF), 

inicialmente foram evocadas contrações com 60 mM de K+, a concentração 

de NIF foi suficiente para bloquear a contração evocada por 60 mM de K+ 

em solução contendo 2 mM Ca . Em seguida foram feitas curvas 

concentração-efeito para ACh na ausência e presença de nifedipina (1 pM). 

Para avaliarmos o efeito do OEAz ou TERP em presença deste bloqueador 

de Ca , incubamos previamente a preparação com NIF, por 5 minutos e 

em seguida incubadas por 5 minutos, as drogas em estudo. A remoção do 

OEAz ou TERP através de lavagens sucessivas com solução fisiológica de 

Tyrode modificada e repouso da preparação por 1 hora foram suficientes 

para recuperação da preparação.

Para averiguar os efeitos do OEAz e CIN na presença de cafeína 

sobre contrações promovidas pela adição de Ca em músculo liso traqueal 

despolarizado por 80 mM de K+, foi usada uma solução despolarizante com 

80 mM de KC1 onde não fora adicionado CaCl2 (solução zero cálcio 

nonimal) para reverter a contração induzida por altas concentrações de K+. 

Após 20 minutos de lavagem com esta solução, a preparação atingiu os 

níveis de tensão relativos ao estado de repouso. Em seguida foi aplicada 

ACh (60 pM), onde fora registrado completo bloqueio da contração 

promovida pelo referido agonista. Em seguida foram incubadas cafeína (5 

mM) por 3 minutos e a substância em estudo por 5 minutos, e na seqüência 
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foi feita adição de concentrações crescentes de Ca2+ (0,01 - 30 mM). Após 

remoção do óleo ou seus constituintes, e repouso de 1 hora, foram evocadas 

contrações com 80 mM de K+ e ACh, a fim de investigar a integridade final 

da preparação.

3.3 Análise estatística

Os resultados são expressos como médias de “n” observações ± erro 

padrão da média (e.p.m), onde “n” representa o número de observações. 

São considerados estatisticamente significantes os resultados que 

apresentam probabilidade de ocorrência da hipótese nula menor ou igual a 

5% (p < 0,05). Para comparação de dois grupos usamos o teste t pareado ou 

não pareado. Para comparação de dois ou mais grupos experimentais 

utilizamos análise de variância (ANOVA) e testes de múltipla comparação 

que são citados na seção de resultados e/ou na legenda das figuras. Para 

comparação de tratamentos foi utilizada ANOVA de duas variâncias. As 

CI50 foram calculadas por interpolação semilogarítmica com limite de 95% 

de confiança e são expressas como média geométrica mais intervalo de 

95% de confiança [IC50, 95%], sendo consideradas como a concentração 

efetiva capaz de inibir 50% do efeito máximo.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeitos farmacológicos do óleo essencial de Alpinia 

zerumbet (Pers) B. L. Burt et R. M. (OEAz) em músculo 

liso traquealis de rato

4.1.1 Efeito intrínseco do OEAz sobre o tônus basal

Inicialmente avaliamos o efeito intrínseco do OEAz sobre o tônus 

basal do músculo liso traqueal de rato (Fig. 6, n= 12).

O OEAz (0,1 - 600 pg/mL) alterou significativamente o tônus basal 

apenas nas concentrações de 100 e 200 pg/mL, induzindo contrações que 

correspondem a 9,98 ± 6,52 e 8,40 ± 6,77% do controle, respectivamente. 

Foi considerada como controle a contração inicial induzida por 60 mM de 

K+(1,07 ±0,12 g, n= 12), (Fig. 6a).

4.1.2 Efeito do OEAz sobre contrações induzidas por 60 mM 

de K+

Aplicação de 60 mM de cloreto de potássio (K+ 60 mM) induziu 

contrações reproduzíveis com amplitude media de 1,08 ± 0,1 lg (n= 8). Na 

presença de OEAz (1 - 300 pg/mL), as contrações foram inibidas de 

maneira dependente de concentração com CI50 de 162,56 pg/mL [101,23 - 

261,03 pg/mL, n= 8], Na concentração de 300 pg/mL houve redução para 

40,27 ± 6,34% do valor controle (Fig. 7). A contração inicial induzida por 

60 mM de K+ foi considerada como controle (Fig. 7a). O efeito inibitório
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Figura 6- Efeito intrínseco do óleo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) sobre o tônus 
basal do músculo liso traqueal de rato, a) Traçado digital original ilustrando o efeito 
próprio do OEAz sobre o tônus basal do músculo liso traqueal de rato. Iniciado com uma 
contração induzida por 60 mM de K+. (♦) indica substituição da solução Tyrode 
modificada por solução contendo 60 mM de K+; (V) lavagem com Tyrode modificada e 
(•) adição de OEAz nas concentrações indicadas, b) Gráfico mostrando médias + e.p.m 
das alterações promovidas pelo OEAz. (*) indica diferença significativa em relação ao 
controle (contração inicial de K+) (p<0,05; teste de Bonferroni).
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FlGURA 7- Efeito do óleo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) sobre contrações 
induzidas por 60 mM de K+ em músculo liso traqueal de rato, a) Traçado original 
mostrando bloqueio das contrações potássicas por concentrações crescentes de OEAz. 
(•) indica início da incubação da preparação com OEAz (pg/mL) nas concentrações 
indicadas; (♦) substituição da solução Tyrode modificada por solução contendo 60 mM 
de K+ e OEAz; (V) lavagem com Tyrode modificada, b) Gráfico mostrando médias + 
e.p.m das contrações induzidas pelo K+ em presença de concentrações crescentes de 
OEAz. (*) indica diferença significativa em relação ao controle (contração inicial de K+) 
(p<0,05; teste de Dunn).
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do OEAz foi reversível após a eliminação do óleo do tecido pela lavagem 

com solução fisiológica de Tyrode.

Desde que utilizamos dimetilsulfóxido (DMSO) a 0,1% como 

solubilizante do óleo, controles pareados foram expostos ao DMSO em 

concentrações equivalentes àquelas utilizadas com OEAz, demonstrando 

que o referido solubilizante não interfere na preparação biológica (Fig. 7, 

n= 9). A fim de corroborar esta informação, realizamos experimentos 

pareados, OEAz sem e com DMSO, onde concluímos que os efeitos 

antiespasmódicos induzidos pelo OEAz não diferem significativamente 

entre si (p < 0,05; ANO VA de duas variáveis) (Fig. 8). Os valores de IC50 

para OEAz sem e com DMSO foram 122,77 pg/mL [63,74 - 236,48 

pg/mL, n= 7] e 162,56 pg/mL [101,22 - 261,03 pg/mL, n= 7] 

respectivamente e não diferem significantemente quando comparadas entre 

si (teste t pareado).

4.1.3 Efeito do OEAz na presença de L-NAME sobre 

contrações induzidas por 60 mM de K*

Avaliamos a participação do óxido nítrico (NO) no efeito inibitório 

do OEL4z sobre contrações induzidas por 60mM de KC1.

Para este fim, incubamos previamente a preparação durante 20 

minutos com l-NAME (500 pM) um antagonista competitivo da NO- 

sintetase. A partir daí, foi adicionado ao banho OEAz (10 - 300 pg/mL) e 

evocadas contrações por 60 mM de K+. O L-NAME não interferiu 

significativamente no efeito inibitório do OEAz sobre as contrações 

promovidas por 60 mM de K+ no músculo liso traqueal de rato (p < 0,05, 

ANOVA de duas variáveis) (Fig. 9, n= 16). Os valores das CI50 do
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FIGURA 8- Efeito do óleo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) sem e com 
dimetilsulfóxido (DMSO) sobre contrações induzidas por 60 mM de K+ em músculo 
liso traqueal de rato. Gráfico mostrando médias + e.p.m das alterações promovidas 
pelo OEAz sem e com DMSO; (*) indica diferença significativa dos pontos da curva 
com seus respectivos controles (contratura potássica inicial sem OEAz), (p<0,05; teste 
de Bonferroni).
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Figura 9- Efeito do óleo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) na presença de L- 
NAME (500 pM) sobre contrações induzidas por 60 mM de K+ em músculo liso 
traqueal de rato, a) Traçado original ilustrando o bloqueio das contrações potássicas 
pelo OEAz na presença de L-NAME. (♦) indica substituição da solução Tyrode 
modificada por solução contendo 60 mM de K+; (•) adição de OEAz (pg/mL) nas 
concentrações indicadas e (V) lavagem com Tyrode modificada, b) Gráfico mostrando 
médias + e.p.m das alterações promovidas pelo OEAz na ausência e presença de L- 
NAME. (*) indica diferença significativa entre os pontos da curva com seus respectivos 
controles (contratura potássica inicial); (p<0,05; teste de Bonferroni); (í) indica diferença 
significativa em relação ao controle (p<0,05; teste t pareado).
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OEAz na ausência e presença de L-NAME foram 162,56 pg/mL [101,23 - 

261,03 pg/mL] e 165,23 [103,82 - 262,97 pg/mL] respectivamente e não 

diferem significativamente entre si (p < 0,05; ANO VA de duas variáveis).

4.1.4 Efeito do OEAz sobre o músculo pré-contraído pela 

presença mantida de 60 mM de K+

Aplicação de 60 mM de cloreto de potássio (KC1) em anéis de 

traquéia de rato induziu contrações tônicas equivalentes a 0,70 ± 0,08 g. O 

OEAz induziu relaxamento quando aplicado na fase tônica da resposta 

contrátil induzida por solução despolarizante (60 mM de KC1). Na presença 

do OEAz (1 - 600 pg/mL, n= 9), a contratura potássica foi revertida de 

modo dependente de concentração com CI50 de 78,98 pg/mL [56,74 - 

109,93 pg/mL, n= 9], O efeito inibitório do OEAz nas concentrações de 

300 e 600 pg/mL foi 100 ± 0% em relação ao valor controle (contração 

potássica inicial) (Fig. 10). Após o período de 1 hora a ultima exposição ao 

óleo, obtivemos completa recuperação da contratura potássica e relação ao 

controle.

4.1.5 Efeito do OEAz na presença de l-NAME sobre 0

músculo pré-contraído pela presença mantida de 60 

mM de K+

Em outro grupo de animais, investigamos o possível envolvimento 

da via do NO na reversão da contratura potássica pelo OEAz em traquéia de 

rato.
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FiGURA 10- Efeito do óleo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) sobre o músculo liso 

traqueal de rato pré-contraído pela presença mantida de 60 mM de K+. a) Traçado 
original ilustrando o efeito antiespasmódico do OEAz sobre a contração mantida por 60 
mM de K+. (♦) indica substituição da solução de Tyrode modificada por Tyrode 
contendo 60 mM de K+; (•) adição de OEAz nas concentrações indicadas e (V) lavagem 
com Tyrode modificada, b) Gráfico mostrando médias + e.p.m das alterações 
promovidas pelo OEAz no músculo pré-contraído. (*) indica diferença significativa dos 
pontos da curva do efeito do OEAz em relação ao controle (contração potássica inicial), 
(p<0,05; teste de Bonferroni), (í) indica diferença significativa em relação ao controle 
(p<0,05, teste t pareado).
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O efeito espasmolítico do OEAz não foi significativamente alterado 

pelo pré-tratamento do tecido com l-NAME (500 pM). O OEA? (0,1 - 600 

pg/mL) na presença de l-NAME reverteu a contratura potássica (K 

60mM), com CI50 de 125,95 pg/mL [68,92 - 230,14 pg/mL]. Na ausência 

desse bloqueador da óxido nítrico sintetase, o OEAz reverteu a contratura 

potássica com valor para CI50 de 93,69 pg/mL [42,68 - 205,63 pg/mL] 

(Fig. 11, n= 13). Os valores das CI50 não foram significativamente 

diferentes quando comparados entre si (p < 0,05, teste de Bonferroni).

Os efeito do OEAz, na ausência e presença de l-NAME, diferem 

significativamente do controle (contração inicial de potássio) (p < 0,05, 

teste de Bonferroni e teste t pareado), mas não diferem quando comparados 

entre si (p < 0,05; ANO VA de duas variáveis).

4.1.6 Efeito do OEAz na presença de cafeína sobre 0 músculo 

pré-contraído pela presença mantida de 80 mM de K+

Foram induzidas contrações com alta concentração de K+ (K+ 80 

mM). Com a contratura potássica estabelecida (contração tônica), foi 

aplicado 1 mM de cafeína, esperados 5 minutos e em seguida adicionadas 

de forma cumulativa concentrações crescentes de OEAz. O OEAz (1 - 1000 

pg/mL) na presença de cafeína reverteu de modo dependente de 

concentração a contratura potássica com CI50 de 153,92 pg/mL [125,46 - 

188,84 pg/mL, n= 9]. As concentrações de 300, 600 e 1000 pg/mL 

induziram relaxamento na ordem de 82,60 ± 3,36; 96,00 ± 2,83 e 96,96 ± 

2,28% respectivamente (valores significativamente diferentes do controle, 

p < 0,05, teste de Dunn) (Fig. 12). Os efeitos antiespasmódicos induzidos 

pelo OEAz na ausência e presença de cafeína não diferem
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OEAz [pg/mL]

FIGURA 11- Efeito do óleo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) na presença de L- 
NAME [500 |1MJ sobre o músculo liso traqueal de rato pré-contraído pela presença 
mantida de 60 mM de K+. a) Traçado original ilustrando o efeito antiespasmódico do 
OEAz na presença de L-NAME sobre a contratura potássica tônica. (♦) indica 
substituição da solução Tyrode modificada por Tyrode contendo 60 mM de K+; (•) 
adição de OEAz nas concentrações indicadas e (V) lavagem com Tyrode modificada. A 
barra horizontal superior indica presença de L-NAME [500 [1M] no banho, b) Gráfico 
mostrando médias + e.p.m das alterações promovidas pelo OEAz no músculo pré- 
contraído em presença de l-NAME. (*) indica diferença significativa dos pontos da 
curva do efeito do OEAz em relação ao controle (início da contração tônica), (p<0,05; 
teste de Bonferroni), (?) e (f) indicam diferença significativa em relação aos respectivos 
controles (p<0,05; teste t pareado).
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FiGURA 12- Efeito do óleo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) na presença de 
cafeína [1 mM] sobre o músculo liso traqueal de rato pré-contraído pela presença 
mantida de 60 mM de K+. a) Traçado original ilustrando o efeito antiespasmódico do 
OEAz na presença de cafeína sobre a contração potássica tônica. (♦) indica substituição 
da solução Tyrode modificada por Tyrode contendo 60 mM de K+; (•) adição de OEAz 
nas concentrações indicadas e (V) lavagem com Tyrode modificada. A barra horizontal 
superior indica presença de cafeína [1 mM] no banho, b) Gráfico mostrando médias + 
e.p.m das alterações promovidas pelo OEAz no músculo pré-contraído em presença de 
cafeína. (*) indica diferença significativa dos pontos da curva do efeito do OEAz em 
presença de cafeína em relação ao controle (início da contração tônica), (p<0,05; teste 
de Dunn), (t) indica diferença significativa em relação controle ao (p<0,05; teste t 
pareado).



significativamente quando comparados entre si (p < 0,05, ANOVA de 

duas variâncias) (Fig. 13). Em todos experimentos, a lavagem da 

preparação com Tyrode modificada, por 1 hora, foi suficiente para resposta 

do músculo ao estímulo despolarizante do potássio (recuperação).

4.1.7 Efeito do OEAz na presença de indometacina sobre o 

músculo pré-contraído pela presença mantida de 60 

mM de K+

Para avaliarmos a participação do possível envolvimento das 

prostaglandinas (PGs) no efeito do OE4z na musculatura lisa de traquéia de 

rato, incubamos a preparação com 2 pM de indometacina.

O OE/lz (200 pg/mL) na ausência e presença desse bloqueador da 

cicloxigenase reverteu a contração potássica para (8,20 ± 5,32% e -2,68 ± 

2,5% e) do valor controle, respectivamente. O efeito inibitório foi revertido 

após sucessivas lavagens da preparação com solução fisiológica de Tyrode 

(Fig. 14, n= 11). A amplitude do relaxamento evocado pelo OEAz na 

ausência e presença de indometacina difere significativamente do controle 

(p < 0,05: teste de Dunn). A indometacina não interferiu significativamente 

sobre o efeito relaxante induzido pelo OE/lz no músculo liso das vias 

aéreas de rato (p < 0,139; ANOVA de duas variáveis).
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Figura 13- Efeito do óleo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) sem e com cafeína 
sobre o músculo liso traqueal de rato pré-contraído pela presença mantida de 60 
mM de K+. Gráfico mostrando médias + e.p.m das alterações promovidas pelo OEAz 
sem e com cafeína; (*) indica diferença significativa entre os efeitos do OEAz na 
ausência e presença de cafeína e seus respectivos controles (início da contração tônica), 
(p<0,05; teste de Bonferroni).
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FlGURA 14- Efeito do óleo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) [200 pg/mL] na 
ausência e presença de indometacina [2 pM] sobre o músculo liso traqueal de rato 
pré-contraído pela presença mantida de 60 mM de K+. a) Traçado original ilustrando 
o efeito do OEAz [200 pg/mL] sobre a contração potássica tônica em presença de 
indometacina. (♦) indica substituição da solução Tyrode modificada por Tyrode 
contendo 60 mM de K+; a barra superior indica presença de indometacina no banho e 
(V) lavagem com Tyrode modificada, b) Gráfico mostrando médias + e.p.m das 
alterações promovidas pelo OEAz no músculo pré-contraído em presença de 
indometacina. (*) indica diferença significativa em relação ao controle (início da 
respectiva contração tônica), (p<0,05; teste de Bonferroni).
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4.1.8 Efeitos comparativos do OEAz e epinefrina sobre o

músculo pré-contraído pela presença mantida de 60 

mM de K

Desde que a estimulação dos receptores adrenérgicos do músculo 

liso traquealis pode ser uma possível causa do relaxamento traqueal 

induzido pelo OEAz, investigamos a resposta antiespasmódica do referido 

óleo sobreposta ao efeito da epinefrina. Preparações mantidas contraídas 

por 60 mM de K+, obtiveram um relaxamento de 18,11 ±3,61%, 42,94 ± 

2,92% e 46,53 ± 5,99% através da adição cumulativa de 1; 10 e 100 pM de 

epinefrina, respectivamente. A adição de 600 pg/mL de OEAz induziu 

relaxamento de 82,2 ± 4,13% (Fig. 15, n= 6). A amplitude do relaxamento 

evocado pelas concentrações de 10 e 100 pM de epinefrina e 600 pg/mL de 

OEAz difere significativamente do controle (p < 0,05, teste de Dunn), e o 

relaxamento induzido pelo OEAz foi significativo quando comparado com 

o efeito antiespasmódico clássico da epinefrina no músculo liso respiratório 

(p < 0,05; ANOVA de duas variâncias).

4.1.9 Efeito do OEAz na presença de cafeína sobre contrações 

promovidas pela adição de Ca2+ em músculo liso 

traquealis despolarizado por 80 mM de K+ (0Ca2+ 

nominal)

Para realização deste protocolo, foi usada solução despolarizante 

com 80 mM de K+, onde não fora adicionado CaCh (solução zero Ca2+ 

nominal), para reverter contrações iniciais evocadas por K+ 80 mM. Após 

20 minutos de lavagem com solução zero Ca2+, a preparação atingiu os
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I I Epinefrina 1 gM (n= 6)
K60 mM [Controle] (n= 6)

Epinefrina 10 gM (n= 6)
Epinefrina 100 gM (n= 6)
OEAz 600 gg/mL (n- 6)
K60 mM [Recuperação] (n= 6)

b

Figura 15- Efeito do óleo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) [600 gg/mL] 
sobreposto ao relaxamento induzido pela epinefrina em músculo liso traqueal de 
rato pré-contraído pela presença mantida de 60 mM de K+. a) Traçado original 
ilustrando o efeito do OEAz sobre contração potássica tônica relaxada pela epinefrina. 
(o) Indica aplicação de epinefrina nas concentrações indicadas; (♦) substituição da 
solução Tyrode modificada por Tyrode contendo 60 mM de K+; (V) lavagem com 
Tyrode modificada, b) Gráfico mostrando médias + e.p.m das alterações promovidas 
pelo OEAz no músculo pré-contraído em presença de epinefrina. (*) indica diferença 
significativa em relação ao controle (início da respectiva contração tônica), (p<0,05; 
teste de Bonferroni).
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níveis de tensão relativos ao estado de repouso. Em seguida foram 

aplicados 5 mM de cafeína, esperados 5 minutos e aplicados 60 pM de 

ACh para ratificar a inexistência de Ca2+ intracelular. Após o bloqueio da 

contração induzida pelo neurotransmissor colinérgico, foram adicionados 

cafeína e OEAz (1000 pg/mL) e subseqüente concentrações crescentes de 

Ca2+ (0,01 - 10 mM). A adição de Ca2+ na referida condição experimental 

induz aumento de tensão promovido pelo influxo do íon através dos canais 

de Ca2+ voltagem dependentes (BOLTON, 1979).

O OEAz (1000 pg/mL), na presença de cafeína, inibiu as contrações 

evocadas pelo Ca (0,01 mM - 10 mM), desviando à direita a curva 

concentração-efeito para adição de concentrações crescentes de Ca (Fig. 

16). Após remoção do OEAz e lavagens com solução fisiológica de Tyrode, 

em período de 1 hora, as contrações de K+ 80 mM representaram 69,18 ± 

1,23% da amplitude do início do ensaio, indicando recuperação da 

preparação.

4.1.10 Efeito do OEAz sobre contrações induzidas pelo 

neurotransmissor colinérgico

O OEAz (10 - 600 pg/mL) inibiu a contração submaximal de 

acetilcolina [ACh] (= 70 a 80% da amplitude da contração máxima) em 

traquéia de rato (Fig. 17, n= 7).

O OEAz em concentrações de 200, 300 e 600 pg/mL bloqueou de 

forma reversível contrações submaximais induzidas por 10 pM de ACh 

com CI50 de 280,76 pg/mL [215,23 - 366,18 pg/mL] em traquéia de rato.

A magnitude da inibição da curva submaximal de ACh pelo OEAz 

nas concentrações de 300 e 600 pg/mL foi de 43,21 ± 9,17% e 90,70 ±
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CaCl2 (mM)
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Figura 16- Efeito do óleo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) [1000 pg/mL] na 
presença de cafeína [5 Mm] sobre contrações induzidas pela adição de Ca2+ na 
solução do banho em músculo liso traqueal de rato despolarizado por 80 mM de 
K+. a e b) Traçados originais ilustrando a curva de Ca2+ na presença de cafeína, (b) na 
presença de OEAz; (•) indica adição de OEAz [1000 Jig/mL] à preparação; (♦) 
substituição da solução Tyrode modificada por solução contendo 80 mM de K+; (▼) 
lavagem com solução Tyrode (80 mM de K+ isenta de Ca2+); a barra superior indica 
presença de cafeína; (v) adição de Ca nas concentrações indicadas e (V), lavagem 
com Tyrode modificada, c) Gráfico mostrando médias + e.p.m do efeito do OEAz no 
músculo despolarizado sobre contrações induzidas pela adição de Ca2+. (*) indica 
diferença significativa em relação ao controle (p<0,05; teste de Dunn).
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Figura 17- Efeito do óleo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) sobre a contração 
submaximal de acetilcolina (ACh) em músculo liso traqueal de rato, a) Traçado 
original ilustrando o efeito do OEAz, em concentrações crescentes, na amplitude das 
respostas contráteis da traquéia em resposta à ACh [10 pMJ. (A) indica adição de ACh; 
(•) adição de OEAz (pg/mL) nas concentrações indicadas e (V) lavagem com Tyrode 
modificada, b) Gráfico mostrando médias + e.p.m das alterações promovidas pelo OEAz 
nas contrações induzidas por ACh. (*) indica diferença significativa dos pontos da curva 
em relação ao controle (resposta inicial) (p<0,05; teste de Dunn).
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I, 94% respectivamente quando comparada com o controle (contração 

inicial induzida pela ACh). A amplitude desse bloqueio difere 

significativamente do controle (p < 0,05, teste de Dunn). O efeito sobre a 

inibição da curva de ACh foi revertido após lavagens da preparação com 

solução Tyrode modificada. O percentual de recuperação foi de 76,72 ±

II, 05%, nas referidas condições experimentais.

4.1.11 Efeito do OEAz sobre a contração submaximal de 

acetilcolina (ACh) na presença de nifedipina

Desde que o cálcio participa do mecanismo contrátil induzido por 

diversos agonistas, avaliamos o possível envolvimento desse íon no 

mecanismo de ação do OEAz. Em um dos protocolos utilizamos nifedipina, 

um clássico bloqueador dos canais de Ca2+ dependentes de voltagem, e em 

outro, solução Tyrode zero Ca2+ [0Ca2+], As figuras 18 e 19 mostram o 

efeito do OEAz no componente da contração colinérgica que independe do 

influxo de Ca extracelular.

Investigamos o efeito do OEAz no componente da contração 

induzida por ACh que não é bloqueado pela nifedipina. 10 pM de 

nifedipina foram eficazes em abolir a contração induzida por 60 mM de K+. 

Bloqueadores de canais de cálcio inibem a contração induzida por altas 

concentrações de K+, onde é significante a participação dos canais de cálcio 

dependentes de voltagem. Entretanto, o componente tônico da contração 

promovida por ACh é insensível a este efeito pela maior influência dos 

canais operados por receptores (BOLTON, 1979). Pré-exposição da 

preparação por 5 minutos, a uma dada concentração de OEAz (10 - 600 

pg/mL), reduziu de maneira dependente de concentração, a contração
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submaximal subseqüente induzida por ACh (3 pM) na presença de 

nifedipina (10 pM), com CI50 de 158,4 pg/mL [49,9 - 502,1 pg/mL, n= 7] 

(Fig. 18). Os efeitos promovidos pelas concentrações de 300 e 600 pg/mL 

foram signifícantes quando comparados com 0 controle (p < 0,05, teste de 

Bonferroni).

4.1.12 Efeito do OEAz sobre contrações induzidas por 

acetilcolina (ACh) na presença de solução zero Ca2+
o I

Aplicação de solução isenta de Ca (sem adição de CaCl2 + 0,2 mM 

de EGTA), aboliu a resposta contrátil induzida pelo KC1 (60 mM) 
a 1

indicando a total eliminação de Ca extracelular (Fig. 19a). Nestas 

condições experimentais, 0 OEAz (600 pg/mL) reduziu signifícantemente a 

amplitude da contração induzida por ACh (60 pM) para 43, ± 6,2% do 

valor controle (Fig. 19, n= 16) (p < 0,05, ANOVA, teste de Dunn). O 

bloqueio dessa contração foi revertido após 60 min. de lavagem da 

preparação com solução de Tyrode [0Ca ].

4.1.13 Efeito do OEAz sobre contrações induzidas por 

prostaglandina F2a (PGF2a)

O efeito do OEAz sobre contrações submaximais induzidas por 

PGF2a está ilustrado na figura 20.

O OEAz (1 - 600 pg/mL), incubado por 5 minutos, reduziu a 

contração submaximal subseqüente induzida por PGF2a, com CI50 de 

194,73 pg/mL [138,99 - 272,77 pg/mL, n= 4]. O bloqueio induzido pelo
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Figura 18- Efeito do óleo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) sobre a contração 
submaximal de acetilcolina (ACh) na presença de 10 pM de nifedipina (nif) em 
músculo liso traqueal de rato, a) Traçado original ilustrando o efeito do OEAz sobre a 
amplitude da resposta contrátil da ACh [10 pM] na presença de nif. (♦) indica 
substituição da solução Tyrode modificada por Tyrode contendo 60 mM de K+; (A) 
adição de ACh; a barra superior indica presença de OEAz nas concentrações indicadas e 
(V) lavagem com Tyrode modificada, b) Gráfico mostrando médias + e.p.m das 
alterações promovidas pelo OEAz nas contrações induzidas por ACh em presença de nif. 
(*) indica diferença significativa dos pontos da curva do efeito do OEAz em relação à 
amplitude da resposta inicial da ACh em presença de nif. (p<0,05; teste de Bonferroni).
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(n= 16)

FIGURA 19- Efeito do óleo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) [600 pg/mL] sobre 
contrações induzidas por 60 pM de acetilcolina (ACh) em solução isenta de Ca2+ em 
músculo liso traqueal de rato, a) Traçado original ilustrando o efeito do OEAz sobre a 
contração induzida por ACh [60 pM] na ausência de Ca2+. (A) indica adição de ACh; 
(V) lavagem com Tyrode modificada e (▼) lavagem com Tyrode zero Ca2+. b) Gráfico 
mostrando médias + e.p.m das alterações promovidas pelo OEAz nas contrações 
induzidas por ACh. (*) indica diferença significativa do efeito do OEAz em relação a 
amplitude da resposta inicial (ACh 60 pM em 0Ca2+) (p<0,05; teste de Bonferroni).
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OEAz, nas concentrações de 300 e 600 pg/mL foi 79,88 ± 8,67% e 100 ± 

0,0%, respectivamente (Fig. 20). Estes valores diferem significativamente 

do controle (p < 0,05, teste de Dunn).

4.1.14 Efeito do OEAz sobre o músculo pré-contraído pela 

presença mantida de prostaglandina F2« (PGF2(x)

Adição cumulativa de OEAz (200 - 1000 pg/mL), na fase tônica da 

resposta contrátil induzida por PGF2cx (30 pM), promoveu relaxamento 

dependente de concentração com CI50 de 296,04 pg/mL [243,61 - 359,83 

pg/mL, n= 8]. Nas concentrações de 600 e 1000 pg/mL, o relaxamento 

evocado pelo OEAz, foi de 83,92 ± 7,34% e 96,22 ± 5,63%, 

respectivamente e diferem signifícativamente do controle (início da 

contração tônica) (p < 0,05, teste de Dunn). (Fig. 21).

4.1.15 Efeito do OEAz sobre contrações induzidas por 5- 

hidroxitriptamina (5-HT)

Foi feita a curva dose resposta para 5-HT em músculo liso traquealis 

de rato para determinação da concentração submaximal (= 70 a 80% da 

amplitude da contração máxima). Aplicação de 5-HT (10 pM) nesta 

preparação induziu contrações tônicas equivalentes a 0,974 ± 0,184 g (n= 

9). Na presença de OEAz (300 - 1000 pg/mL), as contrações foram 

bloqueadas dependentemente de concentração (Fig. 22). Nas concentrações 

de 600 e 1000 pg/mL 0 bloqueio das contrações foi 69,58 + 7,70% e 94,47 

± 5,53% em relação ao controle, respectivamente e diferem
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FIGURA 20- Efeito do óleo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) sobre contrações 
induzidas por prostaglandina ÍA^. (PGF2«) em músculo liso traqueal de rato, a) 
Traçado original ilustrando o efeito do OEAz sobre as contrações induzidas por PGF2„ 
[30 |1M]. (<) indica adição de PGF2«; (V) lavagem com Tyrode modificada; (•) adição de 
OEAz (pg/mL), nas concentrações indicadas, b) Gráfico mostrando médias + e.p.m das 
alterações promovidas pelo OEAz nas contrações induzidas por PGF2a. (*) indica 
diferença significativa dos pontos da curva do efeito do OEAz em relação a amplitude da 
resposta inicial (PGF2a) (p<0,05; teste de Dunn).
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FIGURA 21- Efeito do óleo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) sobre o músculo liso 
traqueal de rato pré-contraído pela presença mantida de 30 pM de prostaglandina 
F2a (PGF2a). a) Traçado original ilustrando o eleito do OEAz sobre o músculo pré- 
contraído por PGF2k. (A indica adição de PGF2a; (V) lavagem com Tyrode modificada; a 
barra superior indica presença de OEAz nas concentrações indicadas e (•) adição de 
OEAz. b) Gráfico mostrando médias + e.p.m das alterações promovidas pelo OEAz na 
contração induzida por PGF2a. (*) indica diferença significativa dos pontos da curva do 
efeito do OEAz em relação à amplitude da resposta inicial (início da contração mantida) 
(p<0,05; teste de Dunnet).
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FIGURA 22- Efeito do óleo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) sobre contrações 
induzidas por 10 pM de 5-hidroxitriptamina (5-HT) em músculo liso traqueal de 
rato, a) Traçado original ilustrando o efeito do OEAz sobre contrações induzidas por 
5-HT. (■) indica adição de 5-HT; (V) lavagem com Tyrode modificada; (•) adição de 
OEAz (pg/mL) nas concentrações indicadas, b) Gráfico mostrando médias + e.p.m das 
alterações promovidas pelo OEAz nas contrações induzidas por 5-HT. (*) indica 
diferença significativa do efeito do OEAz em relação à amplitude da resposta inicial (5- 
HT) (p<0,05; teste de Dunn).
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significativamente do controle (p < 0,05; teste de Dunn). O efeito 

inibitório foi reversível após eliminação do óleo da preparação pela 

lavagem com solução fisiológica de Tyrode modificada.

4.1.16 Efeito do OEXz sobre o músculo pré-contraído pela 

presença mantida de 5-hidroxitriptamina (5-HT)

Aplicação de 5-HT (10 pM) em anéis de traquéia de rato induziu 

contrações tônicas equivalentes a 0,637 ± 0,088 g (n= 8). O OEríz (600 

pg/mL) induziu relaxamento quando aplicado na fase tônica da resposta 

contrátil induzida por este autacóide. O efeito inibitório do OEríz (600 

pg/mL) foi 68,57 ± 4,08% em relação ao valor controle e foi 

significativamente diferente do controle (início da contração tônica) (p < 

0,05, teste de Dunn). Após o período de 1 hora, a contração induzida por 5- 

HT foi recuperada em 67,36 + 4,90% (Fig. 23).

4.2 Efeitos farmacológicos do 4-terpineol (TERP) em 

músculo liso traquealis de rato

4.2.1 Efeito intrínseco do TERP sobre o tônus basal

Inicialmente avaliamos o efeito próprio do TERP sobre o tônus basal 

do músculo liso traquealis de rato.

Para averiguar o efeito intrínseco do TERP sobre o tônus basal do 

músculo liso traqueal foram adicionadas concentrações crescentes de forma 

cumulativa de TERP (0,1 - 1000 pg/mL). O referido composto não induziu 

alterações significativas no tônus basal do músculo liso traqueal de rato nas 

referidas condições experimentais (Fig. 24, n= 8).
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Figura 23- Efeito do óleo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) sobre o músculo liso 
traqueal de rato pré-contraído pela presença mantida de 10 |1M de 5- 
hidroxitriptamina (5-HT). a) Traçado original ilustrando o efeito do OEAz sobre o 
músculo pré-contraído por 5-HT. (■) indica adição de 5-HT; (V) lavagem com Tyrode 
modificada;a barra superior indica presença de OEAz. b) Gráfico mostrando média + 
e.p.m da alteração promovida pelo OEAz na contração induzida por 5-HT. (*) indica 
diferença significativa do efeito do OEAz em relação à amplitude da resposta inicial 
(início da contração tônica) (p<0,05; teste de Dunn).
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FIGURA 24- Efeito intrínseco do 4-terpineol (TERP) sobre o tônus basal do músculo 
liso traqueal de rato. Gráfico mostrando médias + e.p.m das alterações promovidas 
pelo TERP.



4.2.2 Efeito do TERP sobre contrações induzidas por 60 mM de 

K+

Prévia exposição da preparação a concentrações crescentes de TERP 

(1 - 100 pg/mL), por 5 minutos, reduziu a contração subseqüente induzida 

por K+ (60 mM), com CI5o de 24,90 pg/mL [17,07 - 36,32 pg/mL, n= 8], A 

concentração de 100 pg/mL reduziu em 100% a contração potássica 

quando comparada com o controle (Fig. 25). O efeito inibitório do TERP 

sobre a contração induzida por KC1 foi significativamente diferente do 

controle (p < 0,05; teste de Dunn).

4.2.3 Efeito do TERP sobre o músculo pré-contraído pela 

presença mantida de 60 mM de K

Aplicação de 60 mM de cloreto de potássio (KC1) em anéis de 

traquéia de rato induziu contrações tônicas equivalentes a 0,81 ±0,13 g. O 

TERP induziu relaxamento quando aplicado na fase tônica da resposta 

contrátil induzida por solução despolarizante (60 mM de KC1).

O efeito do TERP sobre preparações pré-contraídas por KC1 está 

representado na figura 26. A adição cumulativa de TERP (1 - 600 pg/mL) 

induziu relaxamento do tônus da preparação de traquéia, pré-contraída com 

60 mM de K+, com CI50 de 40,84 pg/mL [23,84 - 69,95 pg/mL, n= 9].Este 

efeito foi dependente de concentração e significativamente diferente do 

controle (p < 0,05; teste de Dunn).
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Figura 25- Efeito do 4-terpineol (TERP) sobre contrações induzidas por 60 mM de K+ 
em músculo liso traqueal de rato, a) Traçado original ilustrando o bloqueio das 
contrações potássicas pelo TERP. (•) indica início da incubação da preparação com 
TERP (|ig/mL) nas concentrações indicadas; (♦) substituição da solução Tyrode 
modificada por solução contendo 60 mM de K+ e TERP; (V) lavagem com Tyrode 
modificada, b) Gráfico mostrando médias + e.p.m das contrações induzidas por K+ em 
presença de concentrações crescentes de TERP. (*) indica diferença significativa em 
relação ao controle (contração potássica inicial) (p<0,05; teste de Dunn).
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Figura 26- Efeito do 4-terpineol (TERP) sobre o músculo liso traqueal de rato pré- 
contraído pela presença mantida de 60 mM de K+. Gráfico mostrando médias + e.p.m 
do efeito do TERP em preparações pré-contraídas por 60 mM de K+; (*) indica diferença 
significativa entre o efeito do TERP e a situação controle (contração tônica de 60 mM 
de K+) (p<0,05; teste de Dunn).
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4.2.4 Efeito do TERP na presença de l-NAME sobre o músculo 

pré-contraído pela presença mantida de 60 mM de K+

A fim de investigar a participação do óxido nítrico (NO) sobre a 

reversão da contratura potássica (K+ 60 mM) pelo TERP, incubamos a 

preparação com l-NAME (500 pM), por 20 minutos. Este bloqueador da 

síntese de NO não alterou signifícativamente o relaxamento induzido pelo 

TERP do tônus traqueal induzido por 60 mM de K+. Os valores para CI50 

do TERP (1 - 600 pg/mL) sem e com L-NAME foram 37,65 pg/mL [21,33 

- 66,46 pg/mL; n= 4] e 44,70pg/mL [33,93 - 58,86 pg/mL, n= 11] 

respectivamente. Não existiu diferença significativa entre 0 efeito desse 

constituinte do OEXz em ausência e presença de l-NAME (p < 0,05; 

ANOVA de duas variâncias) (Fig. 27).

4.2.5 Efeitos comparativos do TERP e epinefrina sobre 0 

músculo pré-contraído pela presença mantida de 60 

mM de K+

A fim de compararmos 0 efeito relaxante do TERP com o efeito 

clássico do neurotransmissor adrenérgico, investigamos a resposta desse 

constituinte do OE4z, sobreposta ao efeito antiespasmódico clássico da 

epinefrina. A adição cumulativa de 1; 10 e 100 pM de epinefrina induziu 

relaxamento de 16,70 ± 2,97%, 41,78 ± 3,36% e 46,53 ± 5,99%, 

respectivamente. Mantendo a preparação em presença deste mediador, a 

adição de 600 pg/mL de TERP evocou relaxamento de 96,13 ± 2,41% (Fig. 

28, n= 6). A amplitude do relaxamento induzida por 10 e 100 pM de 

epinefrina e 600 pg/mL de TER difere significantemente do controle (p <
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FIGURA 27- Efeito do 4-terpineol (TERP) na presença de L-NAME [500 pM] sobre o 
músculo liso traqueal de rato pré-contraído pela presença mantida de 60 mM de 
K+. Gráfico mostrando médias + e.p.m do efeito do TERP sobre a reversão da contratura 
potássica na ausência e presença de L-NAME.
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Figura 28- Efeito do 4-terpineol (TERP) sobreposto ao relaxamento induzido por 
epinefrina em músculo liso traqueal de rato pré-contraído pela presença mantida 
de 60 mM de K+. Gráfico mostrando médias + e.p.m dos efeitos promovidos pela 
epinefrina e TERP no músculo pré-contraído por 60 mM de K+. (*) indica diferença 
significativa em relação ao controle (início da contração tônica) (p<0,05; teste de Dunn).
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),05; teste de Dunn), e o relaxamento evocado pelo TERP foi significativo 

juando comparado com o efeito antiespasmódico clássico do referido 

neurotransmissor adrenérgico no músculo liso das vias aéreas (p < 0,05; 

ANOVA de duas variáveis).

4.2.6 Efeito do TERP sobre contrações induzidas pelo 

neurotransmissor colinérgico

Pré-exposição da preparação por 5 minutos, a concentrações 

crescentes de TERP (1 - 600 pg/mL) reduziu a resposta contrátil induzida 

pela submaximal de ACh (= 70% da máxima), com CI50 342,88 pg/mL 

[245,75 - 478,30 pg/mL, n= 6], A magnitude de inibição da curva 

submaximal de ACh pelo TERP nas concentrações de 400; 500 e 600 

pg/mL foi de 46,70 ± 3,36%, 64,17 ± 3,01% e 100,0 ± 0,0% 

respectivamente, quando comparada com o controle (Fig. 29). Estes valores 

diferem significativamente do controle (p < 0,05; teste de Dunn). O efeito 

sobre a inibição da curva de ACh foi revertido após lavagem da preparação 

com solução fisiológica de Tyrode. O percentual de recuperação foi 93,79 

± 8,33% nas referidas condições experimentais.

4.2.7 Efeito do TERP sobre a contração submaximal de 

acetilcolina (ACh) na presença de nifedipina

As figuras 31 e 32 ilustram o efeito do TERP no componente 

contrátil da ACh que não depende do influxo de Ca2+ extracelular 

(BOURREAU, 1991).

A pré-exposição da preparação por 5 minutos, a uma dada 

concentração de TERP (1 - 600 pg/mL), reduziu a contração submaximal 

subseqüente (= 70% de saturação) induzida por ACh (3 pM) na presença de
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FIGURA 29- Efeito do 4-terpineol (TERP) sobre a contração submaximal de 
acetilcolina (ACh) [10 pM] em músculo liso traqueal de rato, a) Traçado original 
ilustrando o efeito inibitório de concentrações crescentes de TERP sobre a contração 
submaximal de ACh; (à) indica adição de ACh; (•) adição de TERP (pg/mL) nas 
concentrações indicadas e (V) lavagem com Tyrode modificada, b) Gráfico mostrando 
médias + e.p.m das alterações promovidas pelo TERP nas contrações de ACh. (*) indica 
diferença significativa do efeito do TERP em relação ao controle (resposta à ACh) 
(p<0,05; teste de Dunn).
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10 pM de nifedipina, com CI50 de 263,06 pg/mL [88,86 - 778,93 pg/mL, 

n= 5] (Fig. 30).

4.2.8 Efeito do TERP sobre contrações induzidas por
A i 

acetilcolina (ACh) na presença de solução zero Ca

O TERP (600 pg/mL, n= 6) reduziu significantemente a amplitude 

da contração induzida por ACh (60 pM) em solução nominal zero Ca2+ 

[0Ca2+] para 15,74 ± 6,15% do valor controle (Fig. 31) (p < 0,05; 

ANOVA, teste de Dunn) O efeito sobre a inibição da contração induzida 

por 60 pM ACh em Tyrode OCa foi revertido após 60 min. de lavagem da
1 9-4" -

preparação com solução [0Ca ]. O percentual de recuperação foi de 

103,60 ±8,41% nas referidas condições experimentais.

4.2.9 Efeito do TERP sobre contrações induzidas por 

prostaglandina F2a (PGF2«)

O TERP (100 - 1000 pg/mL), incubado por 5 minutos, reduziu a 

contração submaximal subseqüente induzida por PGF2a, com CI50 de 

129,64 pg/mL [114,40 - 146,90 pg/mL, n= 13). O bloqueio induzido pelo 

TERP, nas concentrações de 600 e 1000 pg/mL foi -7,01 ± 6,58% e -13,54 

± 6,84% em relação ao controle, respectivamente (Fig. 32). Estes valores 

diferem significativamente do controle (p < 0,05; teste de Dunn).
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FIGURA 30- Efeito do 4-terpineol (TERP) sobre a contração submaximal de 
acetilcolina (ACh) [10 pMJ na presença de nifedipina [10 pM] em músculo liso 
traqueal de rato. Gráfico mostrando médias - e.p.m das alterações promovidas pelo 
TERP na presença de nifedipina. (*) indica diferença significativa dos pontos da curva 
em relação ao controle (resposta a ACh na presença de nifedipina) (p<0,05; teste de 
Dunn).
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Figura 31- Efeito do 4-terpineol (TERP) [600 jig/mL] sobre contrações induzidas por 
60 pM de acetilcolina (ACh) na ausência de Ca2+ em músculo liso traqueal de rato. 
Gráfico mostrando médias + e.p.m das alterações promovidas pelo TERP na contração 
induzida pela ACh em solução isenta de Ca2+; (*) indica diferença significativa em 
relação ao controle (ACh em solução 0Ca2+) (p<0,05; teste de Dunn).
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FlGURA 32- Efeito do 4-terpineol (TERP) sobre o músculo liso traqueal de rato pré- 
contraído pela presença mantida de prostaglandina F2a (PGF2«). Gráfico mostrando 
médias + e.p.m das alterações promovidas pelo TERP em preparações pré-contraídas 
por PGF2»=; (*) indica diferença significativa dos pontos da curva do efeito do TERP em 
relação à amplitude da resposta inicial (início da contração tônica) (p<0,05; teste de 
Flnnró



4.2.10 Efeito do TERP sobre o músculo pré-contraído pela 

presença mantida de 5-hidroxitriptamina (5-HT)

Aplicação de 10 pM de 5-HT evocou contrações reproduzíveis em 

músculo liso traqueal de rato, com amplitude média de 0,583 ± 0,120 g (n= 

8). Quando TERP (600 pg/mL) foi aplicado na fase tônica da resposta 

contrátil, induziu relaxamento de 87,86 ± 5,99% e este efeito foi 

significativamente diferente do controle (p < 0,05; este de Dunn). O efeito 

contraturante da 5-HT foi recuperado após eliminação do TERP da 

preparação pela lavagem com solução fisiológica de Tyrode normal e 

repouso de 1 hora (Fig. 33).

4.3 Efeitos farmacológicos do 1,8-cineol (CIN) em músculo 

liso traquealis de rato

4.3.1 Efeito intrínseco do CIN sobre o tônus basal

Para averiguar o efeito intrínseco do CIN sobre o tônus basal do 

músculo liso traqueal de rato foram adicionadas concentrações crescentes 

de forma cumulativa de CIN (1 - 1000 pg/mL). O CIN alterou 

significativamente o tônus basal apenas na concentração de 600 pg/mL, 

aumentando-o para valor de força que correspondeu a 5,06 ± 2,20% (n= 8) 

da contração induzida por 60 mM de K+ (1,11 ± 0,15 g, n= 8) (p < 0,05; 

teste de Dunn) (Fig. 34). Após remoção do CIN da preparação por 

sucessivas lavagens com solução fisiológica de Tyrode modificada, o tônus 

basal foi recuperado.
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Controle (n= 8)

Figura 33- Efeito do 4-terpineol (TERP) sobre o músculo liso traqueal de rato pré- 
contraído pela presença mantida de 10 pM de 5-hidroxitriptamina (5-HT). Gráfico 
mostrando médias + e.p.m das alterações promovidas pelo TERP [600 pg/mL] sobre as 
contrações induzidas por 5-HT. (*) indica diferença significativa do efeito do TERP em 
relação à amplitude da resposta inicial (início da contração tônica) (p<0,05; teste de 
Dunn).
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Figura 34- Efeito intrínseco do 1,8-cineol (CIN) sobre o tônus basal do músculo liso 
traqueal de rato. Gráfico mostrando médias + e.p.m das alterações promovidas pelo 
CIN no tônus basal. (*) indica diferença significativa do grupo experimental em relação 
ao controle (contração inicial de potássio) (p<0,05; teste de Bonferroni).
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4.3.2 Efeito do CIN sobre contrações induzidas por 60 mM de 

K+

O CIN apresentou efeito inibitório dependente de concentração sobre 

contrações induzidas por alta concentração de K+ (60 mM). O CIN (1 - 

1000 pg/mL) previamente adicionado à preparação por 5 minutos, preveniu 

as contrações subseqüentes induzidas por 60 mM K+ com CI50 de 361,39 

pg/mL [244,39 - 534,44 pg/mL, n= 6]. Na concentração de 1000 pg/mL 

houve redução estatisticamente significativa de 96,21 ± 2,49% em relação 

ao valor controle (p < 0,05; teste de Dunn) (Fig. 35).

4.3.3 Efeito do CIN sobre 0 músculo pré-contraído pela 

presença mantida de 60 mM de K

Aplicação de 60 mM de cloreto de potássio (KC1) em anéis de 

traquéia de rato induziu contrações tônicas equivalentes a 0,98 ± 0,03 g. O 

CIN induziu relaxamento quando aplicado na fase tônica da resposta 

contrátil induzida por solução despolarizante (60 mM de KC1). Após atingir 

0 estado estacionário (contração tônico), foram administradas 

concentrações crescentes de CIN (1 - 1000 pg/mL). O CIN foi capaz de 

relaxar 0 músculo pré-contraído com CI50 de 264,61 pg/mL [200,22 - 

349,70 pg/mL, n= 9], As concentrações de 600 e 1000 pg/mL induziram 

relaxamento estatisticamente significativo de 92,34 ± 1,98 e 100 + 0,0%, 

respectivamente (p < 0,05;teste de Dunn) (Fig. 36).
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FIGURA 35- Efeito do 1,8-cineol (CIN) sobre contrações induzidas por 60 mM de K+ em 
músculo liso traqueal de rato, a) Traçado original ilustrando bloqueio das contrações 
potássicas pelo CIN; (•) indica início da incubação da preparação com CIN (pg/mL), 
nas concentrações indicadas; (♦) substituição da solução Tyrode modificada por solução 
contendo 60 mM de K+ e CIN; (V) lavagem com Tyrode modificada, b) Gráfico 
mostrando médias + e.p.m das alterações promovidas por concentrações crescentes de 
CIN sobre a contração potássica. (*) indica diferença significativa em relação ao 
controle (contração inicial de potássio) (p<0,05; teste de Dunn); (?) indica diferença 
significativa em ralação ao controle (teste t pareado).
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Figura 36- Efeito do 1,8-cineol (CIN) sobre o músculo liso traqueal de rato pré- 
contraído pela presença mantida de 60 mM de K+. Gráfico mostrando médias + e.p.m 
do efeito do CIN em preparações pré-contraídas por 60 mM de K+; (*) indica diferença 
significativa entre o efeito do CIN e a situação controle (contração tônica de 60 mM de 
K+) (p<0,05; teste de Dunn).
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4.3.4 Efeito do CIN na presença de cafeína sobre o músculo pré- 

contraído pela presença mantida de 80 mM de K+

Foram induzidas contrações com alta concentração de K+ (K+ 80 

nM). Com a contratura potássica estabelecida (contração tônica), foi 

iplicado 1 mM de cafeína, esperados 5 minutos, e em seguida adicionadas 

ie forma cumulativa, concentrações crescentes de CIN. O CIN (1 - 1000 

ig/mL) na presença de cafeína reverteu de moda dependente de 

concentração a contratura potássica com CI50 de 158,67 pg/mL [141,70 - 

177,66 pg/mL, n= 9]. As concentrações de 200, 300, 600 e 1000 pg/mL 

induziram relaxamento na ordem de 63,94 ± 7,06; 79,28 ± 5,43; 93,35 ± 

5,02 e 94,59 ± 3,87%, respectivamente (valores significativamente 

diferentes do controle, p < 0,05; teste de Dunn) (Fig. 37). Os efeitos 

antiespasmódicos induzido pelo CIN na ausência e presença de cafeína 

diferem significantemente quando comparados entre se (p < 0,05, teste de 

Bonferroni) (Fig. 38). Em todos experimentos, a lavagem da preparação 

com Tyrode modificada, por 1 hora, foi suficiente para resposta do músculo 

ao estímulo despolarizante do potássio (recuperação).

4.3.5 Efeitos comparativos do CIN e epinefrina sobre 0 

músculo pré-contraído pela presença mantida de 60 

mM de K+

Desde que o CIN foi eficaz em inibir e reverter contrações induzidas 

por alta concentração de K+, comparamos este efeito com a ação 

antiespasmódica da epinefrina no músculo liso respiratório que é mediado 

ia estimulação de receptores adrenérgicos. Desta forma investigamos a 

resposta do CIN sobreposta ao efeito antiespasmódico clássico da 

epinefrina. Em preparações, mantidas contraídas (fase tônica) por 60 mM
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1,8-cineol  + Cafeína (n= 9)
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Figura 37- Efeito do 1,8-cineol (CIN) na presença de cafeína [1 mM] sobre o músculo 
liso traqueal de rato pré-contraído pela presença mantida de 60 mM de K+. Gráfico 
mostrando médias ± e.p.m das alterações promovidas pelo CIN no músculo pré- 
contraído por 60 mM de K+ em presença de cafeína. (*) indica diferença significativa 
dos pontos da curva do efeito do CIN em presença de cafeína em relação ao controle 
(início da contração tônica) (p<0,05; teste de Dunn), (t) indica diferença significativa do 
controle (teste t pareado).
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Figura 38- Efeito do 1,8-cineol (CIN) em ausência e presença de cafeína sobre o 
músculo liso traqueal de rato pré-contraído pela presença mantida de 60 mM de 
K+. Gráfico mostrando médias + e.p.m das alterações induzidas pelo CIN no músculo 
pré-contraído por 60 mM de K+ na ausência e presença de cafeína. (*) indica diferença 
significativa do efeito do CIN na presença de cafeína em relação ao controle (contração 
tônica) (p<0,05; teste de Dunn), (í) indica diferença significativa em relação ao controle 
(teste t pareado).
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3 K+, foram adicionados de forma cumulativa 1, 10 e 100 pM de 

jinefrina que evocaram relaxamento de 13,82 ± 4,92; 41,06 ± 7,03 e 47,92 

5,02%, respectivamente. A adição subsequente de 600 pg/mL de CIN 

íduziu relaxamento de 96,24 ± 1,93% (Fig. 39). A amplitude do 

daxamento evocado pelas concentrações de 10 e 100 pM de epinefrina e 

00 pg/mL de CIN difere significativamente do controle (p < 0,05; teste de 

)unn). O relaxamento induzido pelo CIN foi significativo quando 

omparado com efeito antiespasmódico clássico da epinefrina no músculo 

so respiratório (p < 0,05; ANO VA de duas variáveis).

4.3.6 Efeito do CIN na presença de cafeína sobre contrações
Al

promovidas pela adição de Ca em músculo liso 

traqueal despolarizado por 80 mM de K+ (OCa2 

nominal)

Para realização deste protocolo, foi usada solução despolarizante 
om 80 mM de K+, onde não fora adicionado CaCl2 (solução zero Ca2+ 

tominal), para reverter contrações iniciais evocadas por K+ 80 mM. Após 

:0 minutos de lavagem com solução zero Ca2+, a preparação atingiu os 

dveis de tensão relativos ao estado de repouso. Em seguida foram 

iplicados 5 mM de cafeína, esperados 5 minutos e aplicados 60 pM de 

VCh para ratificar a inexistência de Ca extracelular. Após bloqueio da 

jontração induzida pelo neurotransmissor colinérgico, foram adicionados
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| K 60 mM [Controle] (n= 7) 
Epinefrina 1 mM (n= 7) 
Veículo (n= 8)

FIGURA 39- Efeito do 1,8-cineol (CIN) [600 pg/mL] sobreposto ao relaxamento 
induzido pela epinefrina em músculo liso traqueal de rato pré-contraído pela 
presença mantida de 60 mM de K+. Gráfico mostrando médias + e.p.m das alterações 
promovidas pelo CIN no músculo pré-contraído por 60 mM de K+ em presença de 
epinefrina. (*) indica diferença significativa em relação ao controle (início da contração 
tônica) (p<0,05; teste de Dunn).
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afeína e CIN (1000 pg/mL) e subseqüente concentrações crescentes de 

7a2+ (0,01 - 30 mM). A adição de Ca2+ na referida condição experimental 

nduz aumento de tensão promovido pelo influxo do íon através dos canais 

ie Ca2+ voltagem dependentes (BOLTON, 1979).

O CIN (1000 pg/mL), na presença de cafeína, potencializou as 

contrações mediadas por 1, 3 e 10 mM de Ca2+, desviando à esquerda a 

curva concentração-efeito com diferença significativa do controle (p<0,05; 

ANOVA de duas variáveis, teste de Student-Newman-Keuls) para adição 

de concentrações crescentes de Ca2+ (Fig. 40). Após remoção do CIN e 

lavagens com solução fisiológica de Tyrode, em período de 1 hora, as 

contrações de K+ 80 mM representaram 87,16 ± 5,91% da amplitude do 

início do ensaio, indicando recuperação da preparação.

4.3.7 Efeito do CIN sobre contrações induzidas pelo 

neurotransmissor colinérgico

Foram usadas concentrações crescentes de acetilcolina (0,1 pM - 30 

pM), a partir dai, foi escolhida a concentração que induziu cerca de 70 a 

80% da máxima resposta muscular (concentração submaximal). Em 

seguida foi verificado o efeito de concentrações crescentes de CIN (0,1 - 

1000 pg/mL) na subseqüente concentração submaximal de ACh. O CIN 

(30, 60, 100, 200, 300, 400, 500 e 600 pg/mL), adicionados à solução do 

banho, durante 5 minutos prévios ao agonista promoveu potencialização da 

contração induzida por ACh (Fig. 41). A magnitude da potencialização da 

curva de ACh pelo CIN nas concentrações de 100 e 200 pg/mL foi de 

177,82 ± 18,67 e 176,08 ± 21,02% quando comparada com o controle. A 

amplitude da referida potencialização difere significativamente do controle 

(p<0 ,05;, teste de Dunn). O efeito potencializador sobre a curva de ACh
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JURA 40- Efeito do 1,8-cineol (CIN) [1000 jig/mL] na presença de cafeína [5 Mm] sobre 
contrações induzidas pela adição de Ca2+ na solução do banho em músculo liso traqueal 
de rato despolarizado por 80 mM de K+. a e b) Traçados originais ilustrando a curva de Ca2+ 
na presença de cafeína (a) controle e b) presença de CIN); (♦) indica substituição da solução 
Tyrode modificada por solução contendo 80 mM de K+; (▼) lavagem com solução Tyrode (80 
mM de K+ isenta de Ca2+); (•) adição de CIN à preparação; (v) adição de Ca2+ nas 
concentrações indicadas e (V) lavagem com Tyrode modificada; as barras superior e inferior 
indicam presença de cafeína e CaCh, respectivamente, c) Gráfico mostrando médias + e.p.m do 
efeito do CIN sobre a curva de Ca2+ no músculo despolarizado. As curvas diferem 
significativamente entre si (p<0,05; ANOVA de duas variáveis).
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Figura 41- Efeito do 1,8-cineol (CIN) sobre a contração submaximal de acetilcolina 
(ACh) [10 |1M] em músculo liso traqueal de rato, a) Traçado original ilustrando o 
efeito inibitório de concentrações crescentes de CIN sobre a contração submaximal de 
ACh; (À) indica adição de ACh; (•) adição de CIN (pg/mL), nas concentrações 
indicadas e (V) lavagem com Tyrode modificada, b) Gráfico mostrando médias + e.p.m 
das alterações promovidas pelo CIN nas contrações de ACh. (*) indica diferença 
significativa do efeito do CIN em relação ao controle (resposta a ACh) (p<0,05; teste de 
Dunn), (t) indica diferença significativa do controle (teste t pareado).
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oi revertido após lavagens da preparação com solução fisiológica de 

Tyrode. O percentual de recuperação foi de 87,50 ± 5,76, nas referidas 

condições experimentais.

4.3.8 Efeito do CIN sobre o músculo pré-contraído pela 

presença mantida de prostaglandina F2a (PGF2tx)

Para investigar o efeito do CIN sobre contrações induzidas por 

PGF2a em músculo liso respiratório, previamente determinamos a curva 

concentração efeito para este eicosanóide. A partir dai, escolhemos a 

concentração que correspondeu a 70 - 80% da máxima resposta muscular 

em cada ensaio (concentração submaximal). Adição cumulativa (100 - 

1000 pg/mL) na fase tônica da resposta contrátil induzida por de PGF2a (30 

pM) induziu potencialização na concentração de 100 pg/mL e relaxamento 

nas concentrações de (300 - 1000 pg/mL) com CI50 de 479,13 pg/mL 

[320,92 - 715,48 pg/mL, n= 8) (Fig. 42). Nas concentrações de 600 e 1000 

pg/mL o relaxamento evocado pelo CIN foi de 43,84 ± 14,47 e 85,18 ± 

9,27% respectivamente e diferem signifícativamente do valor controle (p < 

0,05; teste de Bonferroni).

4.3.9 Efeito do CIN sobre o músculo pré-contraído pela 

presença mantida de 5- hidroxitriptamina (5-HT)

Aplicação de 5-HT (10 pM) em músculo liso traqueal de rato induziu 

contrações tônicas equivalentes a 0,609 ± 0,09 g (n= 8). Na presença de 

CIN (600 e 1000 pg/mL) as contrações foram potencializadas atingindo 

120,99 ± 4,09 e 102,91 ± 15,25% do valor controle respectivamente (Fig. 

43). O efeito do CIN foi reversível após eliminação da droga do tecido pela
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Figura 42- Efeito do 1,8-cineol (CIN) sobre o músculo liso traqueal de rato pré- 
contraído pela presença mantida de prostaglandina F2a (PGF?U). Gráfico mostrando 
médias - e.p.m das alterações promovidas por CIN nas contrações induzidas por PGF2«. 
(*) indica diferença significativa dos pontos da curva do efeito do CIN em relação à 
amplitude da resposta inicial (início da contração tônica) (p<0,@5; teste de Bonferroni).
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Controle (100 %)

Figura 43- Efeito do 1,8-cineol (CIN) sobre o músculo pré-contraído pela presença 
mantida de 10 pM de 5-hidroxitriptamina (5-HT) em músculo liso traqueal de rato. 
Gráfico mostrando médias + e.p.m das alterações promovidas por CIN nas contrações 
induzidas por 5-HT. (í) indica diferença significativa do efeito do CIN em relação à 
amplitude da resposta inicial (início da contração mantida) (p<0,05; teste t pareado).
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igem com solução fisiológica de Tyrode e recuperou o estímulo inicial

5-HT em 86,54 ± 7,61%.

166



5 DISCUSSÃO

5.1 Considerações gerais

Este estudo demonstra que o óleo essencial de Alpinia zerumbet 

(Pers) B. L. Burt. et R. M. (OEAz) apresenta efeito antiespasmódico. Este 

efeito apresentou uma dependência de concentração entre 100 e 1000 

pg/mL de OEAz e uma grande eficácia, tanto para o bloqueio do efeito de 

agentes contraturantes que atuam principalmente pelo acoplamento 

eletromecânico, como pelo acoplamento farmacomecânico. O OEAz, induz 

como efeito próprio contrações de pequena amplitude que não se 

contrapõem ao seu efeito antiespasmódico, como discutiremos a seguir. 

Estes dados, bem como a caracterização dos efeitos e o estudo do 

mecanismo de ação dos constituintes principais do OEAz, 1,8-cineol (CIN) 

e 4-terpineol (TERP), são originais e enriquecem de maneira relevante a 

literatura científica relacionada a efeitos farmacológicos de óleos 

essenciais. Tomados conjuntamente com o fato do OEAz possuir 

relativamente baixa toxicidade DL50 > 2,5 g/Kg (PINHO, 2002), o estudo 

sugere que esse óleo essencial apresenta grande potencialidade de 

utilização terapêutica.

5.2 Efeitos sobre o tônus basal

O óleo essencial de A. zerumbet, apesar de induzir contração como 

efeito próprio (nas concentrações de 100 e 200 pg/mL), apresenta atividade 

antiespasmódica (bloqueia à contração induzida por outro agente) mesmo 

na faixa de concentração em que induz contração. Observa-se que este 

efeito próprio contrátil pode ser considerado de pequena amplitude, vez que 

sua maior amplitude média (à concentração de 100 pg/mL) não ultrapassou 
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15 % da contração induzida por 60 mM de K+, que é uma concentração 

submaximal deste íon para ação contraturante. A indução de contração 

como efeito próprio não é contraditória com o efeito antiespasmódico pois 

está documentada para outras substâncias como a cafeína. Como no caso 

do OEAz, o efeito próprio da cafeína, que no músculo traquealis tem efeito 

antiespasmódico, é uma contração de pequena amplitude. O estudo 

demonstra também que os efeitos do OEAz, em relação aos de seus 

constituintes principais, CIN e TERP, apresenta semelhanças e diferenças 

que mostram que a atividade farmacológica do OEAz é apenas 

parcialmente explicável pelos efeitos desses constituintes principais. Este 

fato ocorre em relação ao tônus basal. Enquanto o TERP não apresentou 

nenhuma atividade contraturante como efeito próprio, o CIN o fez. 

Contudo, a amplitude média da contração induzida pelo CIN não atingiu os 

valores esperados a partir da hipótese de que esta substância seja a 

responsável pela referida atividade do OEAz. Como o CIN representa 

apenas aproximadamente 18% do peso da amostra de OEAz utilizada neste 

estudo, esperar-se-ia que em concentrações entre 30 e 100 pg/mL ele 

induzisse contrações de amplitude média máxima maior do que aquelas 

apresentadas pelo óleo essencial per se. Os achados não ratificam esta 

hipótese. Apenas à concentração de 600 pg/mL o CIN induziu contração 

cuja amplitude não diferiu daquela promovida pelo OEAz, o que induz 

aventar a hipótese de que outro(s) constituinte(s) participar(em) na indução 

do efeito contraturante do OEAz. Neste trabalho não se procurou elucidar o 

mecanismo de ação do efeito próprio contraturante do óleo e do cineol.

O OEAz, em músculo traqueal, apesar de promover efeito depressor 

sobre a contração de vários agonistas e relaxar o tônus por eles 

artificialmente aumentado, não induziu efeito próprio significativo 
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lepressor do tônus basal. Dado que o OEAz entre 100 e 600 pg/mL, 

úoqueou as contrações induzidas por PGF2a, essa ausência de relaxamento 

do tônus basal pelo OEAz podería parecer de certa forma surpreendente, 

pois o tônus basal no músculo traquealis tem geralmente o tônus 

aumentado devido à constante produção e liberação de prostaglandinas. 

Esta ausência de relaxamento do tônus basal, contudo, é provavelmente 

explicável pelo fato do OEAz também induzir nessa mesma faixa de 

concentração, efeito próprio contraturante que se opõe e prevalece sobre o 

efeito relaxante.

5.3 Estudos relacionados

O OEAz apresentou signifícantes efeitos miorrelaxante e 

antiespasmódico no músculo liso intestinal de rato e cobaio (BEZERRA 

1994; BEZERRA & FONTELES, 1994; BEZERRA et al., 2000a, b). O 

TERP possui atividades relaxante e espasmolítica sobre a musculatura lisa 

intestinal e efeito hipotensor que é cerca de 100 vezes mais potente em 

ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Este efeito não aparece 

depender de reflexo autonômico e é sugerido decorrer principalmente dos 

efeitos cronotrópico e inotrópico negativos desta substância bem como de 

seu efeito miorrelaxante sobre a musculatura lisa vascular 

(NASCIMENTO, 1998). O TERP (1-10 mg/Kg), aplicado por via 

intravenosa também induziu hipotensão em ratos com hipertensão mantida 

pelo tratamento com acetato de deoxicorticosterona-sal, provavelmente por 

efeitos relaxantes sobre o músculo liso vascular (LAHLOU et al., 2002a).

Outros óleos essenciais de plantas aromáticas comuns no Nordeste 

do Brasil apresentam atividades farmacológicas em várias preparações 

biológicas relacionadas a tecidos excitáveis de mamíferos. O óleo essencial 
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de Croton zehntneri {OECz} possui propriedades farmacológicas sobre 

músculos esqueléticos (ALBUQUERQUE et al., 1995) e lisos (COELHO- 

DE-SOUZA et al., 1998). O OECz é predominantemente miorrelaxante e 

antiespasmódico, com relativa especificidade para íleo e traquéia, sendo 

mais potente em relaxar o músculo liso respiratório (COELHO-DE- 

SOUZA, 1997). O óleo essencial de Croton nepetaefolius é detentor de 

ação miorrelaxante e antiespasmódica sobre os músculos lisos intestinal 

(MAGALHÃES, 1997; MAGALHÃES et al., 1998), respiratório 

(MAGALHÃES, 2002) e sobre o músculo liso vascular (LAHLOU et al., 

2000). O óleo essencial de Mentha x villosa apresentou efeitos em células 

musculares esqueléticas (FOGAÇA et al., 1997) e efeitos miorrelaxante e 

antiespasmódico em músculo liso intestinal (SOUSA et al., 1997; SOUSA, 

1999) e é eficaz em reduzir a pressão arterial (LAHLOU et al., 2001).

5.4 Mecanismo de ação do óleo essencial de Alpinia zerumbet

O OEAz bloqueia, com igual potência, contrações induzidas por 

ACh, PGF2a e 5-HT, bem como contrações induzidas pela despolarização 

com altas concentrações de K+ (60 mM), pois as CI50 para esses efeitos não 

apresentaram diferenças significativas. Isto sugere que ou 0 OEAz bloqueia 

a contração por mecanismo inespecífico em relação a receptores para 

neurotransmissores e autacóides, em uma etapa comum ao mecanismo de 

sinalização da contração de todos esses agentes ou que o OEAz atua através 

de vários mecanismos. E provável que esta última hipótese esteja correta, 

devido à diferença nos mecanismos de ação dos constituintes principais, 

TERP e CIN, como discutiremos a seguir, que provavelmente fornecerão 

diferentes contribuições ao mecanismo de ação do óleo. O OEAz também 

relaxou 0 tônus artificialmente aumentado pela presença dos agonistas 
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ACh, PGF2ot e 5-HT e de solução despolarizante [K+ (60 mM)] com IC50 

que não diferiram, o que corrobora a hipótese de inespecificidade de 

atuação em relação a receptores farmacológicos de membrana 

sarcoplasmática.

O OH4z relaxa o músculo contraído e mantido despolarizado com 

alta concentração de K+ (60 mM), situação em que os potenciais de ação 

nervosos estão inibidos (HILLE, 1984). Altas concentrações de K+ 

despolarizam a membrana citoplasmática e inativam os canais de Na+ 

responsáveis pelo potencial de ação nervoso (GRAFE et al., 1980), 

bloqueando qualquer participação neuronal que envolva a transmissão 

sináptica e a liberação de neurotransmissores. Então, é razoável sugerir-se 

o não envolvimento do sistema nervoso no referido efeito antiespasmódico 

do OE/4z, ou seja, esse efeito independe de mediação neuronal e, muito 

provavelmente, é miogênico.

O relaxamento de preparações pré-contraídas por 60 mM de K+, 

permite outras conclusões. Em presença de 60 mM de K+, é improvável que 

um efeito relaxante se deva a repolarização da membrana sarcoplasmática 

para valores de potencial transmembrana (Em) próximos ao potencial de 

repouso. Isso porque com 60 mM de K+ no meio extracelular o potencial de 

reversão do K+ (EQ é aproximadamente -20 mV e, devido à retificação 

retardada, a condutância da membrana ao K+ é alta, sendo este íon o 

principal responsável pelo Em, que se situa em aproximadamente -20 mV 

(GRAFE et al. 1980). Então, o OEAz, não relaxa o músculo liso traquealis 

através da abertura de canais de K+ da membrana visto que nas condições 

em que o músculo mantém-se despolarizado, o Ek aproxima-se muito e se 

mantém junto do Em. Nesta situação, um abridor de canais de K+ não 

induziría relaxamento (QUAST, 1993). Quando um agente relaxa 
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contrações induzidas por 20 e 30 mM de K+, este fato sugere que o agente 

possui efeito antiespasmódico agindo como ativador de canais de K+, mas 

se o relaxamento envolve músculo pré-contraído por altas concentrações 

de [K+]e, igual ou superior a 60 mM, podemos sugerir que este efeito 

antiespasmódico é independente do Em e da ativação de canais de K+ 

(KNOT et al., 1996). Por estas razões é pouco provável que o relaxamento 

do músculo traqueal, induzido pelo OE/fr, se deva a ativação de canais de 

K+, promovendo repolarização da membrana celular.

Nossos dados mostram que o OEXz é mais eficaz do que a epinefrina 

(EPIN) para relaxar preparações de traquéia pré-contraídas por 60 mM de 

K+ (Fig. 15). O relaxamento máximo induzido por 100 pM de epinefrina 

não ultrapassou 53% do valor de estado estacionário da contração 

potássica. Com a preparação mantida em presença dessa concentração 

maximal e dessensibilizante (100 pM) de epinefrina, o OE4z induziu 

relaxamento adicional de 29%, tendo a redução total da contração atingido 

82%. Assim, é pouco provável que o relaxamento induzido pelo óleo seja 

mediado por liberação de catecolaminas ou por estimulação de receptores 

adrenérgicos. A transmissão sináptica no aparelho respiratório pode 

também ser alterada e/ou modulada por mediadores designados 

conjuntamente “NANC” (RICHARDSON, 1979; GRUNDSTROM et al., 

1981;BARNES, 1986a, b;PENDRY, 1993; FAME etal., 1994).

Para verificar a interferência de alguns sistemas importantes da 

fisiologia celular, foi investigado o efeito do OE4z em traquéia, na 

presença dos bloqueadores da síntese de óxido nítrico e de derivados do 

ácido araquidônico (prostaglandinas e leucotrienos), L-NAME e 

indometatacina, respectivamente. O 0E4z bloqpçjã jçyprte a contratura 

potássica (K+ 60 mM). Este feito antiespasmódico não foi alterado pelo 
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mtagonista competitivo da NO sintetase, l-NAME e pela indometacina. 

Em nenhum dos casos houve alteração significativa na amplitude do efeito 

relaxante. Isto sugere não haver participação dos principais mediadores 

destes sistemas no relaxamento do músculo liso traqueal pelo referido óleo. 

Magalhães, 1997 demonstrou que o efeito inibitório do OECh sobre o 

músculo liso intestinal não foi influenciado por substâncias que interferem 

na síntese de prostaglandinas e óxido nítrico.

OEAz, na presença de cafeína, relaxa a contração tônica estabelecida 
por 80 mM de K.+, O referido óleo podería agir sobre uma ação primária no 

retículo sarcoplasmático (RS), alterando por sua vez a [Ca2+]i.Várias drogas 

que interferem no armazenamento de Ca2+ pelo RS, também promovem 

alterações na [Ca ]i e, subsequentemente, na tensão de vários tipos de 

músculos lisos (WEISSBERG et al., 1989; SEIDLER et al., 1989; SHIMA 

& BLAUSTEIN, 1992). Células de músculo liso apresentam oscilações 

espontâneas da [Ca2+]i. Drogas como a cafeína e o 8-(N,N-dietilamino) 

octil 3,4,5-trimetoxibenzoato bloqueiam completamente essas oscilações na 
[Ca2+]i, por depletarem Ca2+ do RS (WEISSBERG et al., 1989). No 

músculo intestinal, a rianodina se liga com alta afinidade ao receptor RYR- 

3 e modula a sensibilidade do canal de liberação de Ca2+ induzida por Ca2+ 

do RS e, em concentrações de = 100 pM, clampeia o canal no estado aberto 

e depleta Ca2+ do RS (LATTANZIO et al., 1987; KUEMMERLE, 1994). O 

ácido ciclopiazônico bloqueia a enzima Ca2+/ATPase do RS, bloqueando o 

transporte de Ca2+ para referida organela (SEIDLER et al., 1989). Em 

tecido bronquial de suínos e bovinos, o relaxamento evocado pelo 

isoproterenol foi significantemente reduzido pelo ácido ciclopiazônico, um 

inibidor da bomba de Ca2+ do RS (JANSSEN et al., 2003). Nos ensaios 

deste estudo, a presença de cafeína não alterou o relaxamento induzido pelo
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OEXz no músculo despolarizado por 80 mM de K+, mantendo a potência e 

a eficácia desse efeito. A cafeína apesar de possuir várias ações em 

músculos, como bloqueio de fosfodiesterases e alteração da sensibilidade
•"I 1

das proteínas contrateis ao Ca , uma de suas principais ações é no receptor 

da rianodina, modulando a liberação de Ca2+ induzida por Ca2+ do RS 

(WEBER & HERTZ, 1968). O fato da cafeína não alterar os parâmetros 

dos efeitos relaxantes do OEriz, sobre a contratura potássica mostram que 

não há uma interação de efeitos em que a presença de um desses dois 

agentes pudesse amplificar ou inibir o efeito do outro. Está documentado 

que o OECz e constituintes principais, anetol e estragol, induzem liberação 

de Ca do RS em músculo esquelético que é bloqueada por procaína 

(ALBUQUERQUE et al., 1984; 1995). Oscilações contrateis, induzidas 

pelos referidos óleos e constituintes em músculo liso intestinal, foram 

bloqueadas por cafeína, sugerindo envolvimento desta organela celular 

(COELHO-DE-SOUZA, 1997).

O OEriz (1000 pg/mL), na presença de 5 mM de cafeína, inibiu 

contrações promovidas pela adição de Ca2+ em preparação de músculo liso 

traqueal despolarizado com 80 mM de K+ (0 Ca2+ nominal). Nessa 

concentração, a cafeína inibe totalmente o acoplamento farmacomecânico 

(para ACh e 5-HT) preservando ainda, em grande proporção, o 

acoplamento eletromecânico. O OEriz, inibiu completamente a resposta 

contrátil ao Ca2+ e o aumento da concentração extracelular do referido íon, 

nesmo para 10 mM, não foi capaz de reverter este bloqueio totalmente. A 

adição de Ca2+ neste ensaio produz aumento de tensão através do influxo 

leste íon pelos canais de Ca2+ voltagem-dependentes (BOLTON, 1979a). 

Para esse efeito contraturante do íon Ca2+, o principal mecanismo de ação é 

3 influxo de Ca através dos canais de Ca dependentes de voltagem, 
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abertos pela despolarização da membrana sarcoplasmática. A 

despolarização induzida pelo K+ também pode promover, como 

mecanismos secundários: i) liberação de Ca2+ dos estoques intracelulares 

através de canais iônicos no RS permeáveis ao Ca , que são ativados pelo 

próprio Ca2+ (liberação de Ca2+ induzida por Ca2+) que contribui para o 

aumento da [Ca2+]i (SOMLYO & SOMLYO, 1994); ii) aumento dos níveis 

intracelulares de IP3 (KHAC et al., 1992) e iii) alteração da sensibilidade 

das proteínas contrateis ao Ca2+ (YANAGISAWA & OKADA, 1994; 

AUSINA et al., 1996). Além desse mecanismo (eletromecânico) indutor de 

contração pela ativação de canal de íons Ca voltagem-dependente, outros 

mecanismos (farmacomecânicos) dependem fundamentalmente dos canais 

iônicos da membrana do RS ativados pelo IP3, a partir da atuação de 

neurotransmissores ou autacóides, como ACh e histamina, e de outros 

fármacos, como cafeína, rianodina ou por ADP-ribose cíclica 

'SITSAPESAN et al., 1994; SOMLYO & SOMLYO, 1994; SOMLYO et 

il., 1999). A recarga do RS envolve primariamente a Ca2+/ATPase do RS. 

Tem sido sugerida a existência de outra via de recarga desta organela no 

núsculo liso respiratório (BOURREAU et al., 1991, 1993; JANSSEN & 

SIMS, 1993a, b; QIAN & BOURREAU, 1999). Assim, 0 bloqueio do 

tcoplamento eletromecânico pelo OE4z, a partir de uma condição em que o 

icoplamento farmacomecânico já estava totalmente bloqueado (presença de 

' mM de cafeína), mostra que 0 OEAz pode bloquear o primeiro tipo de 

coplamento por mecanismo que independe do segundo tipo 

farmacomecânico). Aqui, é oportuno mencionar que, para garantia de que

Ca fora depletado do RS, pela cafeína (5 mM) e que 0 acoplamento 

irmacomecâmco estava bloqueado, antes do início da reposição do Ca 

plicamos 60 pM de ACh à solução despolarizante do banho, onde
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obtivemos pleno bloqueio da contração induzida pelo neurotransmissor 

colinérgico. O bloqueio do acoplamento eletromecânico nas circunstâncias 

do protocolo relativo à reposição de Ca , em presença de cafeína e altas 

[K+]e (Fig. 16) portanto, sugere que o 0B4z pode bloquear a contração por 

outra via além do bloqueio do mecanismo do IP3. Como o 0E4z também 

bloqueou o acoplamento farmacomecânico em circunstâncias em que 

apenas este acoplamento estava mantido (bloqueio da contração induzida 

pela ACh em soluções com EGTA e sem adição de Ca2+), como será 

discutido adiante, pode-se concluir que o bloqueio por ele promovido ao 

acoplamento farmacomecânico independe do eletromecânico. Tomados em 

conjunto, estes fatos então sugerem que ou o 0E4z possui alguns 

constituintes que bloqueiam 0 acoplamento farmacomecânico e outros que 

bloqueiam 0 eletromecânico, ou ele bloqueia a contração em uma etapa da 

cascata do mecanismo da contração em etapa distai a ambos os 

acoplamentos, bloqueando-os simultaneamente.

O 0E4z bloqueia com igual potência contrações induzidas por K+, 

ACh, PGF2a e 5-HT, com CI50 semelhantes, sugerindo mecanismos de ação 

comuns. As contrações induzidas por agonistas no músculo liso das vias 

aéreas são similar em muitos aspectos à contração dos músculos lisos 

vascular e intestinal. Primeiro, a excitação-contração é precedida pela 

despolarização da membrana, mediada principalmente pela ativação de 

correntes de CF e de cátions não seletivos, bem como supressão das 

correntes de K+. Estudos de “patch clamp” documentam que as correntes de 

Ca dependentes de voltagem são as principais e suficientes para 

promoverem contração (JANSSEN & SIMS, 1992, 1993a, b, 1994; 

JANSSEN, 1996). Segundo, mecanismos independentes de voltagem são 

primariamente responsáveis pela contração do músculo liso das vias aéreas.
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O mais conhecido envolve a liberação de Ca do RS. Agonistas 

colinérgicos, histamina, endotelina, leucotrienos e tromboxano A2 ativam a 

fosfolipase C que gera os segundos mensageiros DAG e EP3 (CHILVERS et 

al., 1989; 1994). O IP3 induz liberação de Ca2+ estocado no RS que por sua 

vez promove a contração do músculo liso (SOMLYO et al., 1999). O efeito 

antiespasmódico do OEAz promovido pelo bloqueio total da contração dos 

agonistas ACh, PGF2a e 5-HT não é explicável por ações deflagradas na 

membrana sarcoplasmática por atuação em receptores específicos. Assim, 

os achados expostos sugerem que 0 OEAz esteja agindo através de 

mecanismos intracelulares que podem envolver desde o processo de 

transdução de sinais após a ativação do receptor até os eventos mecânico- 

contráteis propriamente ditos, incluindo modulação da [Ca2+]i, redução da 

sensibilidade das proteínas contráteis ao Ca2+ e/ou alterações da atividade 

de quinases e fosfatases.

Baseados nestes fatos, foi investigado o efeito do OEAz sobre as 

contrações de ACh que independem do influxo de Ca2+ extracelular e 

sobre contrações que ocorrem na presença de nifedipina. A contração 

induzida pela ACh no músculo liso traqueal é decorrente do aumento da 

concentração de Ca intracelular através da liberação de estoques 

intracelulares e aumento do influxo a partir do meio externo (BOURREAU 

et al., 1991). Quando a concentração de Ca2+ é baixa no meio extracelular, 

(solução 0Ca + EGTA), a resposta contrátil evocada pela aplicação de 

ACh é dependente da liberação de íon de estoques intracelulares 

(BOLTON, 1979a; BOURREAU et al., 1991). A ACh na presença de 

bloqueadores de canais de Ca2+ como metoxiverapamil (D600) e 

nifedipina, em concentrações capazes de abolir as contrações promovidas 

por 60 mM de K+, é capaz de induzir contrações de amplitudes reduzidas.



O 0E4z reduziu significativamente as contrações remanescentes de ACh 

na presença de NIF. O óleo impede que o músculo traquealis alcance os 

mesmos níveis de força e consequente encurtamento da fibra muscular, 

alcançados por este agonista na ausência do referido óleo. O bloqueio, pelo 

OEAz, do componente da contração induzida pela ACh resistente a NIF e 

independente do Ca2+ extracelular, sugere que o bloqueio dos canais de 

Ca2+ da membrana sarcoplasmática é uma hipótese improvável para 

explicar plenamente o efeito antiespasmódico do 0E4z, ou seja, sugere que 

este efeito do OEJz independe do bloqueio de canais de Ca dependentes 

de voltagem. Para ratificar este argumento, foi testado o efeito deste óleo 

na presença de NIF, que na concentração usada neste protocolo, promoveu 

bloqueio total das contrações induzidas por 60 mM de K+. Assim, pode-se 

afirmar que neste ensaio (Fig. 18a) trabalhou-se em condições de total 

bloqueio dos canais de Ca2+ dependentes de voltagem da membrana 

citoplasmática. Portanto, sugerimos que o OEríz bloqueia o componente da 

contração induzida pelo neurotransmissor colinérgico que supostamente
O i

independe do influxo de Ca do meio extracelular através dos canais 

dependentes de voltagem.

O OEAz também bloqueou o remanescente da contração induzida por 

ACh em solução isenta de Ca2+ (solução sem adição de CaCh + EGTA). 

Nesta solução a concentração de Ca2+ é reduzida para valores na ordem de 

10’ a 10’ M, invertendo o gradiente de potencial eletroquímico para este
A | 

íon, que em presença de condições ideais de permeabilidade ao Ca 

promovería um influxo passivo deste íon, independente do tipo de 

transporte. O bloqueio de contrações induzidas por agentes como ACh ou 

éster de forbol, em meio isento de Ca2+ e com agente quelante deste íon 

(EGTA) sugere uma interferência com mecanismos intracelulares da 

contração como armazenamento de Ca2+ por organelas citoplasmáticas, 
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modulação de proteínas contrateis e sensibilidade destas proteínas ao Ca 

(REMBOLD, 1996). Esta investigação em solução zero Ca2+ ratifica as 

conclusões obtidas do ensaio usando o remanescente da contração induzida 

por ACh em presença de nifedipina, sugerindo a hipótese de uma ação 

intracelular para o OEXz, no músculo liso traquealis de rato. Este efeito 

está em consonância com os resultados obtidos em músculo liso intestinal, 

onde os autores sugerem que os efeitos miorrelaxante e antiespasmódico do 

0E4z em íleo de rato e cobaio sejam mediados por efeitos intracelulares 

(BEZERRA et al., 2000a).

Todos os fatos acima, tomados conjuntamente (inclusive no que 

concerne ao acoplamento eletromecânico), sugerem, como postulado 

anteriormente, que, ou o OEAz possui um único mecanismo de bloqueio da 

contração em etapa da cascata do acoplamento excitação-contração e 

contração propriamente dita, que esteja além da liberação de Ca2+ pelo IP3 e 

influxo de Ca a partir do meio extra celular, ou múltiplos mecanismos de 

bloqueios, entre os quais estaria 0 mecanismo do IP3. Na segunda hipótese, 

ela pode advir de vários constituintes possuírem diferentes mecanismos de 

ação. Em suma, é admissível aventar a hipótese que 0 óleo essencial de A. 

zerumbet atue em sítios da cadeia de eventos intracelulares que promovem 

a contração. Admitindo-se a hipótese de atuação em etapa que evolvesse 

simultaneamente ambos os acoplamentos, este óleo pode estar atuando em 

etapa(s) importante(s) da cascata de eventos da contração do músculo liso 

como: i) ligação do íon Ca á calmodulina, impedindo a ativação da cadeia 

leve de miosina; ii) formação do complexo Ca2+/calmodulina/proteína 

quinase II alterando a fosforilação da cadeia leve de miosina e/ou iii) 
sensibilidade das proteínas contrateis ao íon Ca2+.

Portanto, 0 OE4z por um mecanismo provavelmente miogênico, 

bloqueia 0 efeito contraturante de vários agonistas espasmogênicos 
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importantes como K+, ACh, PGF2a , 5-HT e relaxa o tônus artificialmente 

aumentado do músculo liso traqueal de rato in vitro, com uma amplitude 

máxima de relaxamento maior do que a induzida pela EPIN, um clássico 

agente antiespasmódico do músculo liso respiratório. Desde que o OEAz 

possui baixa toxicidade aguda (DL50 > 2,5 g/Kg) (PINHO, 2002) e 

capacidade de bloquear contrações de grande amplitude para a capacidade 

do músculo liso traqueal, podemos apontar este óleo como um agente 

farmacológico relevante, potencialmente útil do ponto de vista terapêutico.

Os dados aqui apresentados, concernentes a mecanismo de ação, 

estão em consonância com os mecanismos de ação propostos para outros 

óleos essenciais de plantas aromáticas do Nordeste brasileiro. O OECz 

apresentou efeitos miorrelaxante e antiespasmódico, com relativa 

especificidade para íleo e traquéia, agindo em sítios intracelulares, 

provavelmente envolvendo os mecanismos de armazenamento e liberação 

de Ca2+ do RS (COELHO-DE-SOUZA, 1997). O OECn relaxa o músculo 

liso intestinal. Este efeito não é dependente da atividade nervosa intramural 

e não é influenciado por substâncias que interferem na síntese de PGs e NO 

e ativação de adrenoceptores intestinais. Foi sugerido ser pouco provável 

que o OECn atue pelo bloqueio dos canais de Ca2+ da membrana, 

dependentes de voltagem. Foi demonstrado estarem envolvidos eventos 

intracelulares na redução da atividade contrátil promovida pelo OECn, 

principalmente eventos celulares ligados à relação entre a [Ca2"], e a 

produção de força (MAGALHÃES, 1997; MAGALHÃES et al., 1998). O 

DEMv exerceu efeitos relaxantes na musculatura lisa intestinal que 

independem do bloqueio na transmissão do impulso nervoso, de receptores 

ticotínicos ou muscarínicos, de alterações do Em e do influxo de Ca2+ para 

o meio intracelular, embora não possam ser excluídos possíveis efeitos 

180



sobre canais de Ca2+ dependentes de voltagem (SOUSA et al., 1997; 

SOUSA, 1999).

5.5 Mecanismos de ação do 4-terpineol e 1,8-cineol

O TERP não apresentou efeito intrínseco sobre o tônus basal do 

músculo liso traqueal de rato, nas concentrações e condições experimentais 

do referido estudo. Já o CIN apresentou pequeno efeito contraturante, que 

foi máximo e significativo à concentração de 600 pg/mL. As implicações 

deste efeito para a ação do OEXz já foram discutidas anteriormente. É 

importante ressaltar que o referido efeito contraturante ocorreu dentro da 

mesma faixa de valores de concentração em que ocorre seu efeito 

bloqueador sobre a contração induzida por K+, o que toma improvável que 

seu efeito antiespasmódico seja devido a bloqueio de canais de Ca2+ 

dependentes de voltagem.

O TERP apresentou efeito relaxante sobre todas as condições de 

espasmo, as quais o músculo foi submetido, independente do agonista 

indutor do encurtamento da fibra muscular. O TERP bloqueia as contrações 

induzidas por ACh, PGF2a, 5-HT e altas concentrações de K+ Neste estudo 

quatro características importantes dos efeitos deste composto foram 

notificadas: i) enquanto bloqueia a resposta de todos os agentes 

contraturantes usados, não altera significativamente o tônus basal do 

músculo, tratando-se possivelmente de um tipo de agente antiespasmódico 

que seja inócuo sobre o tônus fisiológico do músculo liso traquealis e nessa 

propriedade, o TERP se diferencia do óleo essencial de Alpinia zerumbet-, 

ii) maior potência para deprimir a contratura potássica do que para as 

contrações induzidas por neurotransmissores e autacóides, sugerindo que 

possui relativa especificidade para o bloqueio do acoplamento 
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eletromecânico, indicando possível bloqueio dos canais de Ca2+ 

dependentes de voltagem (e nessa propriedade, o TERP também se 

diferencia do óleo essencial de Alpinia zerumbet)', iii) potência similar para 

bloqueio das contrações promovidas pelos neurotransmissores e autacóides 

aqui utilizados, sugerindo um mecanismo inespecífico em termos de 

receptores para estes agonistas, atuando por um segundo mecanismo de 

ação (além da hipótese do bloqueio do acoplamento excitação-contração 

por bloqueio dos canais de Ca dependentes de voltagem); iv) bloqueio da 

contração da ACh em presença de solução zero Ca ou nifedipina, 

reforçando a sugestão de um segundo mecanismo de ação.

O TERP mostrou maior potência em inibir contrações evocadas por 

60 mM de K+ bem como relaxar preparações pré-contraídas pela exposição 

a esta concentração de K+ na solução nutridora. As CI50 para estes efeitos 

foram significantementé diferentes das CI50 para bloquear contrações 

promovidas por neurotransmissores e autacóides, indicando relativa 

especificidade para 0 acoplamento eletromecânico. Em músculos, 0 

estímulo que promove contração atua através de mecanismos denominados 

acoplamento excitação-contração e contração propriamente dita. Em 

músculos lisos, ocorrem dois tipos de acoplamento excitação-contração: o 

eletromecânico e 0 farmacomecânico. O acoplamento eletromecânico foi 

descrito pela primeira vez a cerca de um século atrás a partir de estudos 

realizados com músculo esquelético de rã (SOMLYO & SOMLYO, 1968; 

BÜLBRING & TOMITA, 1987; REMBOLD, 1996). O acoplamento 

eletromecânico é promovido pela despolarização da membrana 

sarcoplasmática. Esta despolarização aumenta a condutância de canais 

iônicos da membrana sarcoplasmática, especialmente de canais de Ca2+ tipo 

L, que promovem influxo de Ca2+ para 0 meio intracelular, 

consequentemente aumentando a concentração deste íon no citoplasma. O 
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principal mecanismo de ação do efeito contraturante de altas [K+]e é o
i. Q i

influxo de íons Ca através dos canais de Ca dependentes de voltagem, 

abertos pela despolarização da membrana citoplasmática (REMBOLD, 

1996). Apesar destes dados mostrarem que o TERP possui relativa 

especificidade para o bloqueio do acoplamento eletromecânico e indicarem 

possível ação sobre canais de Ca2+ voltagem-dependentes, eles não 

sugerem se sua atuação nesses canais seria do tipo direta ou indireta.

Em relação ao CIN, o presente estudo demonstrou que ele apresenta 

efeito relaxante sobre as contrações dos agentes espasmógenos ACh, 

PGF2a, e altas concentrações de K+. Sobre a contração induzida pela 5-HT, 

os dados não foram conclusivos no que concerne a demonstrar o efeito 

antiespasmódico, pois as concentrações de CIN utilizadas (600 e 1000 

pg/mL) não foram efetivas para indução de bloqueio, contudo, não foram 

testadas concentrações superiores. Notifique-se que entre 30 e 600 pg/mL, 

o CIN potencializou a contração induzida por ACh, e assim, o efeito deste 

constituinte do óleo foi bifásico em relação à variável independente 

concentração. Neste estudo várias características importantes dos efeitos do 

CIN foram notificadas, algumas das quais diferem daquelas do OEAz e/ou 

do TERP: i) enquanto bloqueia a resposta aos agentes contraturantes ACh, 

PGF2a e altas concentrações de K+, não reduz significativamente o tônus 

basal do músculo, aumentando-o a concentração de 600 pg/mL, o que já foi 

discutido anteriormente; ii) apresenta potências similares para deprimir as 

contrações induzidas por K+ e PGF2a, e, em relação a estas, somente na 

concentração de 1000 pg/mL, deprimiu a contração induzida pelo 

neúrotransmissor colinérgico. Nesse fato o CIN se diferencia do OEAz, que 

promoveu todos os bloqueios com igual potência, e do TERP, que foi mais 

potente apenas para bloquear a contratura potássica; iii) amplificação do 
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acqplamento eletromecânico em situações em que o acoplamento 

farmacomecânico está totalmente bloqueado (5 mM de cafeína).

Em relação ao efeito do TERP e CIN em preparações em presença de 

60 mM de K+ é pouco provável que um efeito relaxante nessas 

circunstâncias se deva a uma repolarização da membrana sarcoplasmática, 

pois com esta concentração de K+ no meio extracelular, a condutância da 

membrana ao K+ é alta, pela retificação retardada, e Em = Ek, pois K+ é o 

principal responsável pelo Em (GRAFE, 1980). Ao mesmo tempo, TERP e 

CIN provavelmente não relaxam o músculo liso traqueal através da 

abertura de canais de K+ da membrana, pela mesma razão exposta acima (o 

músculo mantém-se despolarizado com Em Ek, ou seja, não há mais 

espaço para hiperpolarização da membrana por aumento da gk (QUAST, 

1993).

Os ensaios biológicos com altas [K+]e permitem levar a outras 

conclusões a respeito do mecanismo de ação do TERP e CIN, além 

daquelas acima referidas. Estes compostos relaxam o músculo contraído e 

mantido despolarizado com altas concentrações de K+ (60 mM), situação 

onde os potenciais de ação nervosos e a transmissão sináptica também 

estão bloqueados (HILLE, 1984). Assim, é pouco provável que o bloqueio 

das contrações dependa de participação neuronal e, a fortiori, os dados 

sugerem que o efeito antiespasmódico do TERP é miogênico.

Em relação ao interessante padrão de efeito do CIN sobre as 

contrações induzidas por ACh, PGF2a, 5-HT e altas concentrações de K+, 

não temos explicação para o fato da potência de atuação desse constituinte 

do OEAz ser similar, no que concerne ao bloqueio das contrações induzidas 

por PGF2a e altas concentrações de K+. Já em relação ao fato do CIN não 

haver bloqueado a 5-HT, observando-se a curva concentração-resposta para 
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o bloqueio da contração submaximal de ACh por concentrações crescentes 

de CIN (Fig. 41), vê-se que na faixa de 100 a 600 pg/mL desse constituinte, 

ele amplificou a resposta contrátil a ACh e apenas com 1000 pg/mL 

promoveu bloqueio. À luz desse gráfico é razoável questionar-se se relação 

semelhante não ocorrería com a interação entre CIN e 5-HT, com a 

diferença apenas da curva do CIN estar deslocada para a direita, ou seja, 

necessitaríamos de concentrações maiores desse constituinte para detectar 

seu efeito depressor sobre a contração promovida pelo referido autacóide. 

Assim, em relação ao fato do CIN não haver bloqueado a 5-HT, resta 

elucidar se esse fato não é meramente uma conseqüência de não se haver 

testado concentrações superiores a 1000 pg/mL.

Posto que a ativação de receptores adrenérgicos do músculo liso 

traquealis pode ser aventada como uma possível causa do relaxamento 

induzido pelo TERP e CIN, investigamos o efeito antiespasmódico destes 

compostos sobreposto ao efeito da epinefrina (EPIN), O relaxamento 

máximo induzido pela aplicação de concentrações crescentes de EPIN (até 

100 pM) não ultrapassou 46% do valor estacionário dessa contração. Este 

valor correspondeu à resposta máxima do neurotransmissor adrenérgico, 

pois o relaxamento adicional correspondente ao aumento da concentração 

de EPIN de 10 para 100 pM foi mínimo e não significativo. Assim, quando 

da adição de EOríz à preparação mantida em presença de 100 pM de EPIN 

os receptores adrenérgicos já estavam supostamente saturados e 

dessensibilizados, impedindo uma ativação adrenérgica adicional. 

Mantendo a preparação na presença de EPIN, a adição de 600 pg/mL de 

TERP relaxou mais 50% e a preparação sofreu um relaxamento total de 

96% da contração controle (Fig. 28). Fato totalmente similar ocorreu com 

CIN (Fig. 39). É pouco provável, portanto, que os relaxamentos de 
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preparações pré-contraídas por 60 mM de K+ e mantidas em presença de 

100 pM de EPIN, induzidos por TERP e CIN, sejam mediados por 

estimulação de receptores adrenérgicos. Assim, podemos concluir que o 

efeito antiespasmódico induzido por TERP e CIN independe da ativação de 

receptores adrenérgicos.

Foi investigada a possível participação do NO e PGs sobre o efeito 

antiespasmódico do TERP. Para verificar envolvimento destas vias, a 

preparação foi previamente incubada com L-NAME, bloqueador da óxido 

nítrico sintetase (MOORE et al., 1989) ou indometacina, bloqueador da 

cicloxigenase (GOODMAN & GILMAN, 1996). Tanto o l-NAME como a 

indometacina, quando aplicados à preparação contraída devido a 

despolarização por 60 mM de K+ não foram capazes de alterar o efeito 

induzido pelo TERP. Em nenhum dos estudos houve alteração significativa 

da amplitude do relaxamento. Estes dados sugerem não haver participação 

dos principais mediadores destes sistemas celulares no efeito 

antiespasmódico do músculo liso traquealis, induzido pelo .

O TERP bloqueia com igual potência contrações induzidas por ACh, 

PGF2a, 5-HT (as CI50 para estes efeitos não apresentaram diferenças 

significativas). Estes dados sugerem a hipótese de que este composto 

estaria atuando por um segundo mecanismo de ação além do possível 

bloqueio do acoplamento eletromecânico. Investigou-se a possibilidade do 

TERP atuar também através de mecanismos que independem do influxo de 

Ca para o meio intracelular, portanto mecanismo provavelmente 

intracelular. Assim, investigaram-se os efeitos do TERP no componente 

contrátil da ACh que independe do influxo de Ca2+ extracelular 

(BOURREAU, 1991) e também sobre o componente contrátil da ACh que 

não é bloqueado pela nifedipina (que independe do influxo de Ca
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extracelular através do canal de Ca dependente de voltagem). A 

contração promovida pelo neurotransmissor colinérgico em músculo liso é 

decorrente: i) do aumento de Ca a partir do meio extracelular (BOLTON, 
o 0 I

1979a, b) e ii) da liberação de estoques intracelulares de Ca 

(BOURREAU et al., 1991). Quando a concentração de Ca2+ no meio 

extracelular é baixa, o efeito contrátil observado da ACh em músculo liso 

traqueal é proveniente da liberação do íon de estoques intracelulares 

(BOURREAU et al. 1991). Por outro lado, na presença de concentrações 

de NIF capazes de abolir as contrações promovidas por [K+]e, resta um 

componente contrátil mediado pela presença do neurotransmissor na 

solução do banho nas referidas condições experimentais. Bloqueadores de 

canais de Ca2+ deprimem a contração induzida por K+, onde a participação 

dos canais dependentes de voltagem é significativa. No entanto, o 

componente tônico da contração evocada por ACh é insensível a estes 

elementos pela maior influência de canais operados por receptores 

(BOLTON, 1979). Em ambos os casos ocorreram significativo bloqueio, 

induzido pelo TERP, da amplitude das contrações colinérgicas. É 

admissível aventar a hipótese que, embora o TERP seja mais potente em 

bloquear o acoplamento eletromecânico, independente da fonte de Ca , 

seja intra ou extracelular, o esse composto impede que o músculo alcance 

os mesmos níveis de força alcançados na ausência deste, ficando assim 

sugerida uma importante ação intracelular deste constituinte do óleo de A. 

zerumbet.

Em relação ao CIN, no que concerne a atuação através de 

mecanismos que dependem do influxo de Ca para o meio intracelular, a 

maior potência de atuação no acoplamento eletromecânico (bloqueio das 

contrações induzidas por K+), podería sugerir que o bloqueio de canais de 

Ca voltagem dependente é seu mecanismo de ação. Esta hipótese é 
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contrária com a indução de aumento do tônus basal na mesma faixa de 

concentração. É plausível, então, aventar-se a hipótese de seu mecanismo 

ser principalmente a liberação de Ca dos estoques intracelulares, de 

características similares àquelas da cafeína (atuação em receptores 

rianodínicos). É coerente com esta hipótese: i) a indução de contração de 

pequena amplitude em concentrações que já bloqueiam o acoplamento 

eletromecânico (Fig. 34), ii) o sinergismo entre os efeitos inibitórios da 

cafeína e do CIN (Fig. 38) e iii) a reversão do bloqueio eletromecânico pelo 

aumento da [Ca2+]e (Fig. 40). Há contudo uma grande diferença entre o 

mecanismo de atuação da cafeína e do CIN. A cafeína apresenta efeito 

bloqueador mais potente sobre o acoplamento farmacomecânico (contração 

pela ACh) em relação ao eletromecânico e o oposto ocorre com o CIN. 

Assim, é provável que essas substâncias atuem através de mecanismos 

diferentes que têm alguns resultados comuns. É razoável sugerir-se que o 

mecanismo de ação do CIN envolve de alguma forma o aumento da 

liberação de Ca2+ dos estoques intracelulares e esta hipótese é reforçada 

pela grande amplificação da amplitude das contrações induzidas por ACh 

em faixa de concentração desse constituinte em que ele bloqueia o 

acoplamento eletromecânico (Fig. 41).

Assim como o óleo total, seus componentes principais também são 

capazes de induzir efeito antiespasmódico sobre o músculo liso traqueal in 

vitro, embora não seja possível relacionar diretamente a estes componentes 

uma maior participação no efeito do óleo total, em detrimento do 

percentual de participação na composição do OEAz (TER 17,83% e CIN 

17,95%). É mais provável supor que ocorra uma interação destes 

constituintes entre si e com outros componentes do óleo, corroborando para 

o efeito antiespasmódico do OE4z no modelo experimental estudado. 

Normalmente, os óleos essenciais são usados in natura, pois suas 
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propriedades organolépticas dependem da associação dos vários 

componentes, que formam o “bouquet” de cada óleo em particular 

(CRAVEIRO & CALDAS, 1993).

Os dados aqui apresentados, concernentes a mecanismo de ação do 

TERP, estão em consonância com os mecanismos de ação propostos para 

este constituinte em outros tipos de músculos lisos. O TERP possui 

atividades relaxante e espasmolítica da musculatura lisa intestinal de 

natureza inespecífica que é mediada parcialmente por um efeito intracelular 

(NASCIMENTO, 1998). Este composto é detentor de efeito hipotensor que 

é cerca de 100 vezes mais potente em ratos espontaneamente hipertensos 

(SHR), este efeito não parece depender de um reflexo autonômico e é 

sugerido decorrer principalmente dos efeitos cronotrópico e inotrópico 

negativos desta substância bem como de seu efeito miorrelaxante sobre a 

musculatura lisa vascular (NASCIMENTO, 1998). O TERP (1-10 

mg/Kg) aplicado por via intravenosa também induziu hipotensão em ratos 

com hipertensão mantida pelo tratamento com acetato de 

deoxicorticosterona-sal, provavelmente por efeitos relaxantes sobre o 

músculo liso vascular. Lahlou et al., 2002a, 2003) sugerem que o efeito 

hipotensor do OEXz neste modelo experimental, seja atribuído 

parcialmente as ações do TERP

Outros constituintes químicos de óleos essenciais de plantas 

aromáticas possuem efeitos farmacológicos em vários tipos de músculos 

lisos de mamíferos. O eugenol é um importante constituinte químico do 

óleo essencial de diversas plantas aromáticas e detentor de várias ações 

biológicas em músculos lisos. Este composto apresenta algumas 

semelhanças com o TERP, em termos de efeito e mecanismo de ação. O 

eugenol induz relaxamento em íleo de rato por uma ação direta no músculo, 

via mecanismo independente do Em e influxo de Ca extracelular (LEAL- 
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CARDOSO et al., 2002). O eugenol também possui efeito depressor sobre 

a contratilidade da musculatura lisa vascular, este efeito é atribuído a 

inibição da sensibilidade da maquinaria contrátil ao Ca2+ e bloqueio dos 

canais de Ca2+ dependentes de voltagem (NISHIJIMA et al., 1999). O 

óxido de piperitenona, componente principal do óleo essencial de Mentha x 

villosa, possui mecanismo de ação em músculo liso intestinal semelhante 

em alguns aspectos ao mecanismo de ação do TERP no músculo liso 

respiratório. Este composto exerce efeito miorrelaxante que independe do 

Em e influxo de Ca2+ para o meio intracelular e bloqueia com igual potência 

contrações induzidas por ACh, HA e K+, sugerindo que este bloqueio é 

independente em termos de receptores para neurotransmissores e 

autacóides (SOUSA, 1999). O TERP mostrou maior potência em deprimir 

contrações induzidas por [K+]e no músculo liso traqueal, sugerindo relativa 

especificidade sobre o bloqueio eletromecânico. Estudos sobre o 

mecanismo de ação do estragol e anetol, em músculos lisos intestinal e 

traqueal, sugerem que os referidos dependem de ações em sítios 

intracelulares, provavelmente envolvendo mecanismos de armazenamento 

e liberação de Ca2+ do RS (COELHO-DE-SOUZA, 1997).
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6 CONCLUSÕES

O óleo essencial de Alpinia zerumbet (Pers) B. L. Burt. et R. M. 

0E4z) e seus principais constituintes químicos, 4-terpineol (TERP) e 1,8- 

;ineol (CIN), possuem efeito antiespasmódico em músculo liso traquealis 

le rato in vitro.

O OEAz, com potência similar, bloqueou contrações induzidas por 

VCh, PGF2a e 5-HT, bem como contrações induzidas pela despolarização 

:om altas concentrações de K+ (60 mM) e relaxou contrações previamente 

:stabelecidas por estes agonistas, sugerindo que o OEAz bloqueia a 

:ontração por mecanismo miogênico e inespecífíco em relação a receptores 

>ara neurotransmissores e autacóides.

O OEXz bloqueou as contrações induzidas por ACh em presença de 
o O —4—

lifedipina ou em preparações com zero Ca , o que mostra que seu efeito 

intiespasmódico independe de alterações do fluxo transmembrana 

itoplasmática de Ca e sugerindo que seu sítio de ação seja em uma etapa 

omum ao mecanismo de sinalização da contração de todos esses agonistas, 

»u que o OEAz atua através de vários mecanismos.

O efeito do OEXz provavelmente independe da participação do NO e 

Ia síntese de derivados do ácido araquidônico e depende parcialmente da 

tuação em receptores adrenérgicos.

O TERP induziu efeito antiespasmódico sobre o tônus artificialmente 

umentado por altas [K+]e e inibiu contrações induzidas por 60 mM de K+, 

iCh, PGF2a e 5-HT. Esse constituinte do óleo de A. zerumbet foi mais 

otente em inibir as contrações potássicas, apontando relativa 

specificidade sobre o acoplamento eletromecânico.
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O TERP bloqueou as contrações induzidas por ACh em presença de 

nifedipina ou em preparações com zero Ca , o que mostra que ele pode 

exercer efeito antiespasmódico que independe de alterações do fluxo 

transmembrana citoplasmática de Ca2+ e sugerindo que sua atuação pode 

ocorrer em uma etapa comum ao mecanismo de sinalização da contração 

dos referidos agonistas.

O efeito do TERP provavelmente independe da participação do NO e 

da atuação em receptores adrenérgicos.

O CIN apresentou diferenças conspícuas de atuação, em relação ao 

OEXz e ao TERP, sobre as contrações promovidas por ACh, PGF2a e 5-HT 

e K+ (60 mM). O CIN mostrou igual potência em bloquear contrações 

promovidas por 60 mM de K+ e PGF2a. Sobre a contração induzida pela 

ACh teve efeito bifásico no que concerne a dependência de concentração, 

tendo-lhe potencializado no intervalo 30-700 pg/mL, e deprimido à 

concentração de 1000 pg/mL. Sobre a contração mantida pela 5-HT, o CIN 

não exerceu efeito.

A presença de 5 mM de cafeína conferiu ao CIN efeito amplificador 

das contrações promovidas por Ca2+ , o que sugere que esse constituinte do 

óleo de Álpinia zerumbet não bloqueia etapas especificamente conectadas 

ao acoplamento eletromecânico, como ativação de canais de Ca 

dependentes de voltagem.
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