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“Depois de apoiar-se nos ombros de Kepler, Galileu e outros, Newton

conduziu a humanidade a beira do vasto mar do conhecimento. Emest
Rutherford, Marie Curie e Niels Bohr descobriram a particula de Leucipo.
Alberto Einstein identificou a imensa forca escondida nessa particula e
redefiniu tempo e espaco. Edwin Hubble olhou pelo telescépio e viu as
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vida vegetal e animal e viu um ancestral comum. Pelo microscopio,
Schleiden, Schwann, Flemming e Weismam perceberam que estavam
vendo a fonte de toda vida e crescimento. Em geracGes de ervilhas, Gregor
Mendel viu fatores hereditarios ndo detectdveis sendo transmitidos
conforme algum processo desconhecido. East, Margon e outros
identificaram esse processo. Francis Crick e James Watson abriram o texto
secreto da vida, do qual as primeiras palavras foram escritas na 1a célula ha

4 bilhdes de anos. (...) O conhecimento € 0 nosso destino. O Homo sapiens
continuara a buscar as respostas a novas questdes. Desenvolveremos novos
conceitos, novas teorias e continuaremos nossa investigacdo para entender
0 mundo natural. (...) Buscamos o desconhecido, o profundo, o obscuro, o
nunca visto e temos dentro de nds a capacidade para uma sabedoria ainda

maior.”

Texto extraido do livro “As sete maiores descobertas
cientificas de todos os tempos” escrito por David
Eliot Brody e Amold R. Brody
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RESUMO

Alpinia zerumbet (Pers) B. L. Burt. et R. M. é uma planta aromatica da familia
Zingiberaceae, denominada popularmente “col6nia”, utilizada como medicinal em
varias partes do mundo. Neste trabalho, objetivou-se caracterizar os efeitos
farmacologicos do 6leo essencial de A. zerumbet (OE4zj e seus principais constituintes
quimicos, 4-terpineol (TERP) e 1,8-cineol (CIN), sobre o musculo liso respiratério de
rato. Foram utilizados anéis traqueais montados em cémara de superfusdo para 6rgdo
isolado ex vivo. OEAz, TERP e CIN (1-1000 pg/mL) ndo alteraram o ténus basal, exceto
para OE/lz (100 pg/mL) e CIN (600 pg/mL) que induziram pequena contracdo. OEXz
(1-1000 pg/mL) bloqueou, com similar poténcia, contragdes induzidas por acetilcolina
(ACh; 30 pM), prostaglandina F2tt (PGF2a; 30 pM), 5-hidroxitriptamina (5-HT; 10 pM)
e 60 mM de K+ (IC50= 280,76 pg/mL, 194,73 pg/mL, 315,05 pg/mL e 162,56 pg/mL,
respectivamente). OEAz relaxou preparacdes pré-contraidas e mantidas em presenca de
PGF2a, 5-HT e K+ Relaxou, também, preparacdes previamente relaxadas pela
epinefrina (EPIN). O relaxamento induzido pelo OEriz ndo foi alterado pela presenca de
lo-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME, 500 pM), cafeina (1 mM) e indometacina (2
pM). OE/Iz (600 pg/mL) bloqueou contrac¢des induzidas por ACh (60 pM) em solugbes
nutridoras com nifedipina (10 pM) ou em solu¢do zero Ca2+. OEriz (1000 pg/mL)
bloqueou completamente a contragdo induzida por Ca2+ em solugcdo com 80 mM de K+
na presenca de cafeina (5 mM). TERP (1-1000 pg/mL) blogueou contra¢des induzidas
por ACh e PGF2a com poténcias similares (ICso= 342,88 pg/mL e 129,64 pg/mL,
respectivamente) e com menor poténcia a contragdo induzida por 60 mM de K+ (ICso=
24,90 pg/mL). TERP (600 pg/mL) relaxou preparagdes submetidas & EPIN. Esse
relaxamento, entretanto, ndo diferiu daquele na auséncia deste mediador. Na mesma
concentracdo, TERP bloqueou a contracdo induzida por ACh (60 pM) em solucdes
nutridoras com nifedipina (10 pM) ou em solucdo zero Ca2+. CIN (1-1000 pg/mL)
bloqueou a contracdo induzida por 60 mM de K+ e com menor poténcia a induzida por
30 pM de ACh. Também induziu relaxamento, com poténcias similares, em preparacdes
pré-contraidas e mantidas em presenca de PGF2a(30 pM) e 60 mM de K+ (IC50= 479,13
pg/mL e 78,98 pg/mL, nesta ordem). CIN (600-1000 pg/mL) n&o relaxou a contragio
induzida por 5-HT (10 pM) e nas concentra¢cdes de 30-600 pg/mL potencializou as
contracdes induzidas por ACh. Na concentracdo de 600 pg/mL, relaxou preparacdes
submetidas a EPIN. O relaxamento induzido pelo CIN foi amplificado pela cafeina (1

mM). CIN (1000 pg/mL) amplificou as contracdes induzidas por 1,0; 3,0 e 10 mM de
Ca2+ em solugdo com 80 mM de K+ e 5 mM de cafeina, ndo bloqueando os efeitos de

altas concentragdes extracelulares de Ca2+ Os resultados deste estudo demonstraram
que OEZIz e TERP possuem efeito antiespasmédico em musculo liso traquealis de rato,
enquanto o CIN apresenta efeito espasmogénico quando envolvido o neurotransmissor
colinérgico.

Palavras-chave: Alpinia zerumbet, 6leo essencial, 4-terpineol, 1,8-cineol, musculo liso
respiratorio.



ABSTRACT

Alpinia zerumbet (Pers) B. L. Burt. et R. M., popularly called “col6nia” 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,
EOAZz relaxed preparations previously submitted to epinephrine. EOAz-induced muscle
relaxation was not altered by the presence of Ico-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 (IC50= 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+ (IC50= 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.



1 INTRODUCAO

1.1 Alpinia zerumbet (Pers) B. L. BurtetR. M.

1.1.1 Classificagdo, origem, descricdo  boténica e
distribuicdo topografica

Alpinia zerumbet (Pers) B. L. Burt. et R. M. (Sinonimia: 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 aromaética da
familia Zingiberaceae, nativa da Asia oriental (MATOS, 2000) e adaptada
na America tropical (BRAGA, 1976,1960).

E uma erva aromatica, rizomatosa, ereta, com colmos lisos verde
claros, agrupados em touceiras. Portadora de folhas longas, lanceoladas,
pontudas, verdes de margens ciliadas, levemente aromaticas e com
inflorescéncias 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 Botanico no Rio de
Janeiro, na época do Brasil colonial, o que levou a vulgarizagdo do termo
colénia, simplificacdo da expressdo: planta da colénia (MATOS, 1994;
MATOS, 2000).

Conhecida por varios nomes populares como: Dégonflé, Grand-
dégonfle, 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 e
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Figura 1- Alpinia zerumbet (Pers) B. L. Burt. et R. M. a. Planta, b.
Inflorescéncia. Fonte: www.jardimdeflores.com.br
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conhecida como Lirio de Santo Antdnio, Jasmim Bravo e Colbnia
(BRAGA, 1976; BRASIL- SILVA etal., 1977; PRUDENT et al., 1993).
Esta espécime possui cachos de flores cuja forma assemelha-se em
alguns aspectos a orquidea (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 umidos (TACKHOLM, 1969).
E comum no Sudeste bem como nas regifes Norte e Nordeste do

Brasil. E cultivada em tomo das cidades de Manaus e Belém (LUZ et ai,
1984). No Ceara, é encontrada em abundancia na Serra de Guaramiranga,
Messejana e em sitios, hortas e jardins da periferia da cidade de Fortaleza.
A. zerumbet faz parte do programa estadual de fitoterapia “Projeto
Farmécias Vivas”, sendo largamente cultivada nos Hortos de Plantas

Medicinais em municipios do Estado do Ceara (MATOS, 1996).

1.1.2 Uso popular

No género Alpinia, véarias espécimes sdo conhecidas pelas suas
propriedades medicinais e usadas principalmente na Asia.

Hastes de Alpinia spicata Jacf encerram &acido oxalico e sédo
utilizadas como tbnico, diurético e depurativo. Ao suco acidulo e
mucilaginoso que delas se obtém, quando ainda frescas, sdo atribuidas
propriedades refrigerante, antipirética, Util contra nefrite, inflamacdes da
uretra, “catarro” da bexiga, calculos renais, gonorréia e leucorréia

(CORREA, 1926).
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A droga natural “yakuchi, preparada de frutos de Alpinia oxyphylla
Miguel, originaria da China, é usada largamente na medicina oriental
(ITOKAWA et#/., 1981a).

Alpinia officinarum Hance e usada como constituinte de algumas
formulas na medicina chinesa para aliviar desordens gastrointestinais
(ITOKAWA et al., 1981a). Rizomas de A. officinarum Hance sdo usados
na medicina oriental tradicional principalmente para tratar problemas
estomaquicos 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 miocardio e insuficiéncia coronéaria (KEJI,
1984).

Na Malasia, os rizomas de Alpinia galanga sdo vendidos nos
mercados, para uso na preparacdo de carnes e molhos ou sdo desidratados
ao sol e transformados em p6 que é usado para condimentar alimentos
(POOTER et al., 1985). Sementes de Alpinia intermedia sdo usadas como
estomaquicos e aromatizantes como o sémen do Amomi (ITOKAWA et
al., 1987a).

A. zerumbet € usada na medicina popular, tanto no Brasil como nos
paises asiaticos, de onde é originaria, com diversas finalidades terapéuticas.
No Brasil é usada como antiasmético, calmante, diurético e anti-
hipertensivo (MATOS, 1987). Nas Antilhas francesas o decocto das folhas
é utilizado no tratamento do meteorismo, a infusdo das folhas e flores como
anticatarral e o infusato das folhas como diurético. No Oeste da india, é
usada para tratar dores de cabeca (STHELE & STHELE, 1958). No Japéo,
as sementes sdo utilizadas como estomaquicas (KIMURA et al., 1966). Na
China é usada no tratamento de gastrite e Ulcera gastrica (HSU, 1987).

Os rizomas, em forma de pd, sdo usados como antidiarréicos, no

tratamento de Ulcera géstrica, tosse e artrite. O rizoma em decocto € usado
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no tratamento de cistite. As folhas sdo usadas em infusdo para tratamento
de asma; de micoses de pele, pélos e unhas; como purificador sanguineo;
como anti-hipertensivo; calmante e antiestresse (CORREA, 1926).

No Nordeste do Brasil, A. zerumbet é usada popularmente como anti-
hipertensivo e diurético, sob a forma de cha ou infusdo, de emprego
generalizado entre cardiacos e hipertensos (MATOS, 2000). No Amazonas,
é usada como agente cardiovascular e hipotensor (LUZ et al., 1984). No
Sul do Brasil, o cha das folhas é reportado como detentor de funcdo anti-
hemorroidaria (PRUDENT et al., 1993).

1.1.3 Estudos farmacolégicos

Espécimes do género Alpinia destacam-se na literatura por
apresentarem significativos efeitos terapéuticos ratificados cientificamente.

O extrato metandlico de sementes de Alpinia galanga Wild, uma
droga chinesa estomaquica, é detentor de atividade inibitoria contra Glcera
de Shay em ratos (MITSUI et al.,, 1976). O Oleo essencial obtido de
rizomas frescos e desidratados de A. galanga possui atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram positivas, fungos e alguns
dermatoéfitos (JANSSEN & SCHEFFTER, 1985). Em ‘“‘screening”
antitumoral, com 60 (sessenta) espécies de plantas medicinais, o extrato
alcodlico preparado de rizomas da referida espécime mostrou significante
efeito contra sarcoma 180, na forma ascitica, em ratos (ITOKAWA et al.,
1987c). “Screening” farmacoldgico 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 bioldgicas desta espécie incluem: odorifero
(especiaria), antibacteriano e inseticida (NORO et al., 1988).

Uma variedade de compostos fenolicos, potentes inibidores da
sintese de prostaglandinas (PGs), foi isolado de algumas plantas, entre elas
Alpinia ojficinarum. Os inibidores da biossintese de PGs estdo diretamente
associados com atividades antiinflamatoria e antiagregacdo plaquetéria. O
extrato aquoso de seus rizomas inibiu significativamente a PG sintetase.
Seus rizomas sdo usados como componentes de algumas formulas na
medicina chinesa para aliviar desordens gastrintestinais (KIUCHI et al.,
1992).

Dos frutos de Alpinia oxyphylla Miguel foi isolado um principio
cardioténico, esta substancia inibe de maneira dependente de concentragcdo
a Nat/K+-ATPase em atrio isolado de cobaio e produz efeitos inotrépicos
negativos. Esse principio também possui atividade antagonista de calcio em
aorta de coelho (SHOJI et al.,, 1984). O extrato metandlico de frutos
desidratados de A. oxyphylla suprime a formacdo de tumores em ratos e
inducdo de apoptose em células HL-60, sugerindo que esta espécime possui
atividades anticarcinogénica (LEE et al., 1998). Em *“screening” para
substancias inseticidas naturais obtidas de drogas brutas da China, o extrato
metandlico 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 atribuido o efeito larvicida (MIYAZAWA et al., 2000).

Diarilheptanédes como calixina H, epicalixina H blefarocalixinas A

e B foram isolados de sementes de Alpinia blepharocalyx K. Schum
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(PRASAIN et al., 1998a). Essa classe de composto possui efeito inibidor
sobre a sintese de oOxido nitrico (NO) em macrofagos ativados com
lipopolissacarideo (LPS) in vitro. Todos os diarilheptandides testados
inibiram a produgcdo de NO de maneira dependente de concentragdo, com
CTo™ 36 - 568 pM. Entre os compostos estudados, o blefarocalixina B
apresentou maior efeito inibitorio sobre a producdo de NO com CI50= 36
pM (PRASAIN et al.,, 1998b). Um novo diarilheptandide, isolado de
sementes de A. blepharocalyx, 1,7-bis (4-hidroxifenil-3-hidroxi-I,3-
heptadieno-5-ona), mostrou significante inibicdo da agregacdo plaquetaria
induzida por colageno, acido araquidénico e adenosina difosfato em sangue
de humanos (DOUG et al., 1998). Epicalixina F e calixina 1, dois novos
diarilheptandides foram isolados de uma fracdo residual do extrato
etanolico desta planta. Epicalixina F mostrou potente atividade
antiproliferativa contra fibrosarcoma 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 diarilheptanoides identificados como katsumadaina A e
katsumadaina B foram isolados de sementes de Alpinia katsumadain e suas
estruturas quimicas identificadas. Estes compostos mostraram ser
detentores de atividade antiemética em emese induzida por sulfato de cobre
em pintos (YANG et al., 1999).

O extrato metandlico de rizomas de Alpinia zerumbet possui
atividade inibitoria contra histamina e cloreto de bario em ileo isolado de
cobaio (ITOKAWA et al., 1981b). LEE et al., (1982), demonstraram que 0
extrato metandlico de sementes da referida espécime apresenta atividade
antioxidante maior do que o butil-hidroxitolueno, enquanto o extrato

hexéanico mostrou ndo deter tais propriedades antioxidantes.
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Rizomas de A. zerumbet detém atividade antiulcerogénica e este
feito tem sido atribuido aos diterpenos e compostos fenolicos como 5,6-
eiidrokavaina e diidro-5,6-diidrokavaina presentes nesta planta (HSU,
982, 1987, 1988).

O extrato hidroalcoolico de folhas frescas de A. zermubet reduziu de
orma dose dependente a pressdo arterial de cdo e rato e aumentou a
liurese. Em atrio isolado de anfibio, o extrato induziu reducdo da
requéncia de batimentos e na forca de contracdo. O referido extrato
ambém induziu potencializacdo do tempo de sono em rato (FONTELES et
tl., 1988; MENDONCA et al., 1988a, b; MENDONCA et al., 1991).

Estudos farmacologicos do extrato aquoso de folhas de A. zerumbet
lemonstraram acgdo hipotensora na pressao arterial de ratos, tanto por
idministracdo endovenosa em ratos anestesiados como por administragao
jral crénica a animais em vigilia. Este efeito ndo foi alterado por
sloqueadores especificos como atropina, propranolol e hexameténio. Este
sxtrato bloqueou de maneira ndo competitiva as contracdes induzidas pelo
tieurotransmissor colinérgico em jejuno e dueto deferente de rato e reto
abdominal de batrdquio (VANDERLINDE et al., 1986; VANDERLINDE
etal., 1988; VANDERLINDE, 1990).

Laranja et al. (1991 e 1992) avaliaram o efeito da administracdo
aguda do cha das folhas de A. zerumbet a voluntarios humanos higidos. Os
autores concluiram que esta espécie de Alpinia induz ato da diurese e
reducdo da pressdo arterial sistdlica e diastdlica. Ndo foram observados
efeitos nos parametros eletroliticos e na fungdo renal. Estes achados
provavelmente excluem efeito glomerular do(s) principio(s) ativo(s) desta
planta.

FracOes fixas, obtidas por extracdo em solventes de diferentes

polaridades eluidos em colunas de cromatografia de silica gel, a partir das
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folhas de A. zerumbet, foram investigada na pressdo arterial de ratos
normotensos e em mausculo liso intestinal de cobaio. Com excecdo da
fracdo metandlica, as fragbes organicas ndo apresentaram efeito
significativo na pressdo arterial de rato (BEZERRA, 1994; BEZERRA &
FONTELES, 1994).

Flavonoides, 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 ddo a planta as mesmas propriedades farmacoldgicas
da kava kava (KUSTER et al., 1999). A acdo anti-hipertensiva é atribuida
as substancias quimicas presentes no extrato e no Oleo essencial. Esta
espécime combina agBes relaxantes e antiestresse do kava kava com acéo
anti-hipertensiva (MATOS, 1994).

Os derivados do diidrokavaina isolados de rizomas de A. zerumbet,
5,6-deiidrokavaina e diidro-5,6-diidrokavaina inibiram a liberacdo de
trifosfato de inositol (ATP) e agregacdo em plaquetas de coelho, induzidas
por &cido araquidénico (AA) e colageno, sem alterar as induzidas por
difosfato de inositol (ADP), fator de agregacdo plaquetaria (PAF) e
trombina. A formacdo de tromboxano B? induzida pelo AA foi também
suprimida pelos referidos compostos. O 5,6-deiidrokavaina inibiu o
aumento da concentracdo intracelular de calcio induzida por AA, mas ndo a
induzida por colageno ou trombina. Os autores sugerem que o efeito
antiagregacdo plaquetaria do 5,6-deiidrokavaina e diidro-5,6-diidrokavaina
seja devido a inibicdo da formacédo do tromboxano A2 (TENG et al., 1990).

Trés derivados foram sintetizados a partir do diidro-5,6-
diidrokavaina isolado de folhas de A. zerumbet. Entre 0s compostos

sintetizados, o dimetil [6-(2-feniletil)-2-0x0-24-piran-4-il] fosforotional

36



apresentou maior atividade antifingica contra Corticium rolfstil (91 a
100% PPM) (TAWATA et al., 1996).

Flavondides e kava pironas obtidos do extrato aquoso de folhas
frescas de A. zerumbet podem ser responsaveis pelas atividades
hipotensora, diurética e antiulcerogénica atribuidas a esta espécie. O
principal mecanismo vasodilatador dos flavondides parece ser a inibicdo da
proteina quinase C (PKC). A inibicdo de fosfodiesterase de nucleotideo
ciclico ou reducdo da recaptacdo de Ca2+ pode também contribuir para o
efeito vasodilatador dos flavondides. A atividade antiulcerogénica pode ser
explicada por seu efeito sobre o leucotrieno C4 (LTC4) e prostaglandina E
(PGE) que sdo conhecidos por ocuparem um importante papel na agressao
da mucosa gastrintestinal (MPALANTINOS et al., 1998).

O dleo essencial obtido de folhas de A. zerumbet (OE4z) inibiu em
concentracdo de 2 mg/mL Staphylocoocus aureus e Mycobacterium
smegmatis e na concentracdo de 4 mg/mL a Escherichia coli (PRUDENT
etal., 1993).

O OEXz demonstrou atividade antifingica quando testado in vitro
contra cepas de dermatofitos isoladas de pacientes com dermatofitose. O
OE4z inibiu 80% das cepas dermatofitas e produziu zona de inibicdo maior
que 10 mm de diametro (LIMA et al., 1993).

O OEXz apresentou significativo efeito hipotensor dose-dependente
em pressdao arterial de ratos normotensos e efeitos miorrelaxante e
antiespasmodico no masculo liso intestinal de rato e cobaio (BEZERRA,
1994; BEZERRA & FONTELES, 1994; BEZERRA et al., 2000a, b).

Lahlou et al. (2002a, b; 2003) demonstraram que aplicacdo
intravenosa de OE4z (1-20 mg/Kg) reduziu de maneira dependente de
concentracdo a pressdo arterial e a freqléncia cardiaca em ratos com

hipertensdo induzida por acetato de deoxicorticosterona e dieta rica em
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cloreto de sddio (DOCA-sal). Um conjunto de argumentos decorrentes de
experimentos realizados in vivo e in vitro sugere que o efeito hipotensor
desse Oleo resulte de seus efeitos vasodilatadores diretos sobre a
musculatura lisa vascular. Os autores sugerem que este efeito esta
relacionado ao relaxamento do musculo liso vascular que encontra-se sob
efeito do sistema nervoso simpatico neste modelo de hipertensao.

O efeito hipotensor atribuido ao extrato hidroalcoolico foi minimo ou
ausente quando a reextracdo foi feita com solvente polar, e grande quando
foi reextraido com solvente ndo polar (BEZERRA, 1994). Estes resultados
corroboram o0 uso popular de A. zerumbet como anti-hipertensivo e
sugerem que o principio ativo hipotensor desta planta seja uma substancia
lipossoluvel. Estas observacdes fazem do OEAz um candidato, isolado ou
em colaboracdo com outro(s) agente(s) ndo volatil(eis), a ser o principio

ativo desta espécie de Alpinia.

1.2 Terapéutica farmacologica e 0leos essenciais

Oleos essenciais sdo substancias volateis e altamente concentrados
gue produzem o aroma dos vegetais aromaticos. Sao misturas complexas de
substancias volateis, lipofilicas, geralmente odorificas e liquidas que
recebem a nomenclatura abrangente de O6leos volateis. Podem ainda ser
denominados Oleos etéreos (devido a sua solubilidade em solventes
apoiares, como 0s éteres) ou simplesmente esséncias, pois a maioria possui
aroma agradavel e intenso. Possuem baixa solubilidade em &agua, porém
suficiente para aromatizar as solugbes aquosas, denominadas
genericamente de hidrolatos (SIMOES, 2000).

Os 6leos essenciais estdo localizados em pequenas “bolsas” entre as
células e desempenham importante papel na bioquimica vegetal.

Assemelham-se a hormonios e funcionam como reguladores e mensageiros,
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agem como catalisadores das reacBes bioquimicas, protegem a planta de
parasitas, doencas e ajudam na fertilizacdo atraindo insetos. Os O6leos
essenciais transmitem informacGes de uma célula a outra, controlam a
multiplicacdo e renovacgdo celular e sdo agentes de adaptacdo da planta ao
meio ambiente. Podem ser encontrados no exterior das folhas, na pelicula
dos frutos citricos e casca de algumas arvores (LAVABRE, 1993).

Segundo a International Stantard Organization (1SO), 0leos
essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas. Sua composicdo quimica sofre variagéo
de acordo com a parte do vegetal de onde é extraido (caule, folhas, flores,
frutos, sementes e raiz), ao longo do dia e no decorrer do ano e ainda
recebe influéncia do solo e clima. O termo quimiotipo refere-se a espécime
vegetal taxononicamente idéntica, mas diferente em relacdo a composicao
guimica.

Bioquimicamente, as substancias constituintes dos 0leos essenciais
sdo produzidas no “laboratério” celular da planta, cujas reacfes sdo
facilitadas energeticamente pela radiacdo solar, absorvida no processo de
fotossintese (MATOS, 2000). Seus constituintes quimicos variam desde
hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas,
fendis, ésteres, éteres, Oxidos, peroxidos, furanos, &cidos organicos,
lactonas, cumarinas, até compostos com enxofre (GUENTHER, 1972;
MATOS & FERNANDES, 1975-1978; SIMOES, 2000).

Os Oleos essenciais sdao moléculas biologicamente ativas, que
produzem in natura ou através de alteracdo na estrutura molecular de seus
constituintes quimicos, compostos de importancia terapéutica e cientifica
(TISSERAND & BALACS, 1995). Atraves de modificacbes de
grupamentos moleculares e estudos de relacdo entre estrutura quimica e

acdo farmacologica, as moléculas ativas dos Oleos essenciais tém servido
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como prototipo para obtencdo de novos farmacos com maior eficacia e

seletividade. Estudos com derivados sintéticos de constituintes de oOleos
com atividade comprovada mostram que modificacbes de grupamentos de
moléculas podem aumentar ou inverter os efeitos farmacoldgicos
(DALMEIER & CARLINI, 1981). Os dleos essenciais sdo extraidos de
diversas plantas por processos especificos, sendo o mais frequente a
destilac@o por arraste em vapor de agua (CRAVEIRO et al., 1981).

Os Oleos essenciais apresentam importancia econdmica 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 composicao de sabdes,
desinfetantes e cosméticos; como solventes, repelentes, fungicidas,
conservantes, matriz para fabricacdo de quimicos e na preparacdo de doces
caseiros, licores, bebidas refrescantes e aguardente de cana (MATOS &
FERNANDES, 1975-1978; CRAVEIRO etal., 1978).

Um milénio antes de Cristo, 0s 0leos essenciais ja eram usados com
finalidades terapéuticas. A arte milenar da aromaterapia foi aperfeicoada
através dos séculos e é utilizada até hoje devido ao poder terapéutico dos
Oleos essenciais. Atualmente, além do uso industrial, os mesmos tém sido
usados com finalidade médica na aromaterapia, por via oral ou por
aplicacdo a superficie do corpo seguida de massagens. Na Europa, aléem de
serem empregados por aromaterapeutas, sdo usados na medicina alopatica,
em casos de insucesso dos tratamentos preconizados pela farmacologia
classica (FRANCHOME & PENOEL, 1995). Sdo também usados no
tratamento de enfermidades comuns como dores abdominais, febres,
cefaléias, resfriados etc (MCGILVERY et al., 1996).

Varios efeitos farmacologicos dos Oleos essenciais foram

cientificamente ratificados como antiparasitarios, analgésicos, diuréticos
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(LUZ et al.,, 1984), hipotensores (BEZERRA, 1994; LAHLOU, et al.,
2002a, b, 2003), antiinflamatérios (MENEZES et al., 1990; SANTOS et
al., 1997a), anticonvulsivantes (SANTOS et al., 1997b) e gastroprotetor
(PAIVA et al., 1998), entre outros.

Varios 6leos essenciais possuem efeito antimicrobiano e tém sido
identificados como agentes farmacoldgicos eficazes e potentes contra
varias espécies de microorganismos. Alguns sdo especificos e outros de
largo espectro de acdo, com uma caracteristica importante dentro da classe
de drogas antimicrobiana, de serem um tipo de agente aos quais menos 0S
microorganismos desenvolvem resisténcia. Alguns 0leos essenciais
possuem propriedades antiinflamatdrias e imunomoduladoras sendo usados
no tratamento de doencas alérgicas. Alguns Oleos, além dessas
propriedades, sdo também antiespasmodicos, e por isto sdo usados em
doencas alérgicas com envolvimento de mdusculos lisos, como a asma.
Oleos essenciais ricos em ésteres metilicos de fendis, como o de Artemisia
dracunculus possuem propriedades antialérgicas, Oleos ricos em terpenos
como o de Picea mariana sdo detentores de propriedades antiinflamatorias
e ricos em sesquiterpenos como o0 Oleo de Tenacetum annum com
propriedades anti-histaminicas ou ricos em ésteres, como o 6leo essencial
do Citrus aurantium detentor de propriedades antiespasmodicas sao
utilizados pela aromaterapia e combinacdes desses 6Oleos tém sido usadas
na Europa, em casos de asmas resistentes aos tratamentos convencionais
prescritos pela medicina alopatica (FRANCHOME & PENOEL, 1995).
Oleos essenciais de algumas espécimes de Mentha sdo detentores de
atividade antioxidante (MIMICA-DURIC et al., 2003).

Oleos essenciais de plantas comuns do Nordeste do Brasil, como
Croton zehntneri (QIiECz\ Croton nepetaefolius (OECri) e Mentha x villosa

(OEATV) apresentam grande eficacia em tecidos excitaveis. O OECz possui
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propriedades farmacoldgicas sobre musculos esqueléticos

(ALBUQUERQUE et al., 1995) e lisos (COELHO-DE-SOUZA et al.,
1997 e 1998). O OECw é detentor de acdo sobre o musculo liso vascular
(LAHLOU et al., 2000) e possui efeito anti-hipertensivo (LAHLOU et al.,
1999 e 2000). O OEWv apresentou efeitos em ceélulas musculares
esqueléticas (FOGACA et al., 1997), lisas (SOUSA et al., 1997) e é eficaz
em reduzir a pressao arterial (LAHLOU et al., 2001).

Alguns constituintes quimicos dos 6leos essenciais sdo utilizados em
formulas anti-sépticas, descongestionantes e antitussigenos ou incorporados
a pastas dentais que sdo utilizadas como anestésicos locais em odontologia
(FRANCIS & WOODS, T961; STICHER & SMITH, 1971; Di STASI,
1996). Os Oleos essenciais também sdo importantes na ecologia e
agricultura por possuirem aromas atrativos de insetos Uteis na polinizacdo
de varias espécimes vegetais (MARCUS & LICHTENSTEIN, 1979).

Varias espécies de plantas produtoras de Oleos essenciais sdo
abundantes no Nordeste do Brasil e largamente usadas na medicina
popular, sendo de grande importancia estudos fitofarmacoldgicos que

visem ratificar sua validade como agentes terapéuticos.

1.3 4-Terpineol
4-Terpineol (TERP)  (sin6bnimos: origanol, 4-carvomentenol,
terpinen-4-ol, 4-isopropil-I-metil-l-ciclohexan-4-ol, |-p-menten-4-ol) ¢é
um terpeno volatil de baixa toxidade encontrado no Oleo essencial de
diversas plantas aromaticas (BAREL et al., 1991). E um dos principais
constituintes quimicos do Oleo 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
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quimico (17,83 %) da amostra do 6leo em estudo (Tabela 1). A estrutura
quimica do TERP estd ilustrada na figura 2.

Os terpenos sdo comuns na natureza, principalmente como
constituintes de Oleos essenciais de diversas espécimes vegetais e sdo assim
denominados devido a sua descoberta em plantas do género Terebinthus.
Os compostos terpenos representam a segunda classe com maior numero de
constituintes quimicos biologicamente ativos obtidos de plantas, estando
em primeiro lugar os alcaldides (Di STASI, 1995). Estdo 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 terpénicos e associados
apresentam varias atividades farmacoldgicas como: sedativo e analgésico
(ascaridole e manoalide), antiinflamatorio (paeoniflorin e paeonon),
inibidor de calmodulina (ofiobolina A), anti-helmintico (ofiobolina M e C),
relaxante da musculatura lisa (mezerina e octahidromezereina), bloqueador
de canal de calcio (T-canadinol e esteroisdmeros), 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, canfora, linalol, carvacrol, p-cimeno e 4-
terpineol sdo os terpenos mais comuns na natureza. O carvacrol é usado
como anti-séptico, antifungico e empregado na preparacdo de sabonetes e
esséncias, e é dotado de acdo antimitética e antiespasmddica. A cénfora €

usada em preparacdes farmacéuticas para o tratamento de dores musculares
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Tabela 1- Composicdo quimica percentual do 6leo essencial de folhas de
A. zerumbet (Pers) B. L. Burt et R. M. coletadas no Horto de
Plantas Medicinais da UFC

Componente ..RTa Concentracdo 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

a0s compostos séo listados em ordem de eluicdo da coluna DB-5
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FIGURA 2- Estrutura quimica do 4-terpineol
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e reumatismo, também é empregada como antipruriginoso (Di STASI,
1995). Os monoterpenos sdo utilizados em varias preparacoes
farmacéuticas como agentes mucoliticos e expectorantes comercializados
sem a necessidade de prescricdo médica (POZZI, 1989; GRAMICCIONE
et al., 1989), e representam uma nova classe de agentes terapéuticos que
podem ser usados no tratamento do céncer de mama (RUSSIN, 1989;
JIRTLE, 1993).

O TERP é o principal constituinte do 6leo essencial de plantas do
género Pinus, Eucalyptus e Melaleuca. Abundante também no O6leo
essencial extraido 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
guimico ativo do 6leo 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; JEDLICKOVA 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 antitussigena (Di STASI, 1995). O TERP
é constituinte de alguns inalantes farmacéuticos e xaropes (BAREL et al.,
1991; RAMAN et al., 1995; CARSON & RILEY, 1995).

Dos principais constituintes quimicos do 6leo essencial obtido de
rizomas frescos e desidratados de Alpinia galanga testados contra bactérias
Gram positivas, fungos e alguns dermatdéfitos, o TERP foi o responsavel
pelo maior efeito antimicrobiano (JANSSEN & SCHEFFER, 1985).

Esse composto possui atividade hipotensora (BEZERRA et al.,
2000b), vasodilatadora e atividades relaxante e espasmolitica da

musculatura lisa intestinal (NASCIMENTO 1998).

46



Estudos com TERP, em pressdo arterial de ratos normotensos,
espontaneamente hipertensos (BEZERRA, 1994) e hipertensos DOCA-sal
(LAHLOU et al., 2002a; b; 2003) confirmaram a hipotese que este
composto é um importante contribuinte para o efeito hipotensor do OEXz.
O referido apresentou potente efeito hipotensor, que parece depender de
acdo direta sobre o coracdo (inotropismo e cronotropismo negativos) e
sobre vasos (vasodilatacdo). O efeito sobre o coragdo foi demonstrado in
vivo, em ratos, e in vitro em coracdo isolado de batrdquio, coelho e em atrio
de cobaio. O TERP possui atividade relaxante vascular demonstrada pela
reducdo do tbnus de anéis de aorta de coelho pré-contraidos pela fenilefrina
ou 60 mM de K+ e pelo aumento no fluxo dos leitos vasculares do
mesentério perfundidos sob pressdo hidrostatica constante. Este composto
também induziu relaxamento no tdénus basal de duodeno de coelho e
reducéo na atividade mecanica espontanea (peristaltismo)
(NASCIMENTO, 1997; NASCIMENTO 1998; NASCIMENTO et al.,
1998).

TERP bloqueou a producdo de mediadores inflamatorios por
mondcitos humanos ativados, e suprimiu a producdo 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 mondcitos
humanos ativados por lipopolissacarideo (LPS) (HART et al., 2000).
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1.4 1,8-Cineol

1,8-Cineol (CIN), monoterpeno ciclico, também denominado
eucaliptol é o principal constituinte quimico, em termos percentuais do 6leo
essencial de diversas plantas aromaticas (JUERGENS et al., 1998b;
MIYAZAWA et al., 2000; TZAKOU et al, 2001; LOUGHRIN &
KASPERBAUER, 2003). Este composto possui fragréncia refrescante e
canforada, sabor pungente (acre), € usado em preparacfes farmacéuticas de
uso toépico, spray nasal, analgésico, desinfetante, como flavorizante de
alimentos e na industria de cosméticos (MIYAZAWA et al., 2000). E
usado no tratamento de tosse, dor muscular, reumatismo, asma e célculo
renal (GEREMIA, 1955 apud MIYAZAWA et al., 2000; MARGRET,
1999 apud MIYAZAWA et al., 2000). Tradicionalmente é recomendado
para tratar sintomas de doencas das vias aereas, exacerbados por infeccdo.
Monoterpenos sdo descritos para tratar desordens obstrutivas crbnicas das
vias aeéreas, principalmente por sua familiar propriedade secretolitica
(JUERGENS etal., 1998a e 1998b).

CIN é o principal agente ativo isolado do oOleo essencial de
Eucalyptus polybractea (JUERGENS et al., 1998b). O referido composto é
o0 principal constituinte quimico em termos percentuais do Oleo extraido de
folhas de Salvia ringens (TZAKOU et al., 2001), Hyptis martiussii
(ARAUJO et al., 2003), Laurus nobilis L. (MOTEKI et al., 2002) e
Ocimum basilicum L. (LOUGHRIN & KASPERBAUER, 2003). E o0 maior
constituinte do Oleo essencial extraido de folhas e rizomas de Alpinia
smithiae (JOSEPH et al., 2001) e do 6leo essencial extraido de frutos de
Aframomum danielii (Hook. F.) K. Schum (MARTINS et al., 2001). E um
dos principais componentes do 6leo essencial de Alpinia zerumbet (LUZ et
al., 1984; PRUDENTE et al., 1993; OLIVEIRA, 1994, LAHLOU et al.,

2002a, b). Em termos percentuais representa 0 maior constituinte quimico
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(17,94 %) da amostra do 6leo em estudo (Tabela 1). A estrutura quimica
do CIN esté ilustrada na figura 3.

A sintese do CIN se da através da enzima 1,8-cineol ciclase (cineol
sintase) que catalisa a conversdao do geranil pirofosfato para simétrico
monoterpeno éter 1,8-cineol (CROTEAU et al., 1994). A biotransformacéo
do CIN tem sido estudada intensivamente e varios metabolitos foram
identificados como 2-exo-hidroxi-1,8-cineol, (%)-endo-hidroxi-1,8-cineol,
(£)-3-exo-hidroxi-1,8-cineol, 2-oxo-1,8-cineol e 3-o0xo0-1,8-cineol foram
identificados em urina de ratos (MIYAZAWA et al., 1989; 1992). O CIN ¢
catalizado pelas enzimas CYP3A para dar origem ao 2-exo-hidroxi-1,8-
cineol no sistema microssomal hepéatico de ratos e humanos. Sugere-se que
a enzima do sistema microssomal hepatico CYP3A4 seja a principal
enzima que catalisa a hidroxilagdo do CIN pelo sistema microssomal do
figado de humanos (MIYAZAWA et al., 2000; 2001a, b; MIYAZAWA &
SHINDO, 2001).

Oleos essenciais de diversas plantas aromaticas, ricos em CIN, sdo
detentores de atividade antimicrobiana. Dentre 0s mesmos podemos citar: o
Oleo essencial de Jasonia montana com atividade antibacteriana contra
Bacillus  subtilis e atividade antifungica contra  Trichophyton
mentagnophytes,  Cryptococcus neoformes e Candida albicans
(HAMMERSCHMIDT et al., 1993). O 6leo essencial extraido de folhas de
Pneumus boldus possui atividade antimicrobiana contra Streptocoocus
pyogenes, Micrococcus sp e Candida sp. O Oleo essencial, extraido 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 quimica do 1,8-cineol
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filamentosos (MARTINS et al., 2001). O 6leo essencial de plantas do
género Eucalyptus possui atividade bacteriostatica, principalmente sobre o
crescimento de Pseudomonas aeruginosa (CIMANGA et al., 2002). O 6leo
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 6leo essencial de
Chtysanthemum boreale Makino € eficaz contra bactérias Gram positivas e
Gram negativas (KIM et al., 2003). O dleo de Salviafruticosa apresentou
significante atividade antifungica contra Rhizoctonia saloni, Sclerotina
sclerotiorum e Fusarium solanif f. Sp cucurbitae (PITAROKILI et al.,
2003) e Oleos produzidos por espécimes do género Thymus também sdo
eficazes agentes antibacterianos (FALEIRO et al., 2003).

Oleos essenciais cujo principal constituinte é o CIN, como o 6leo
essencial de Pinus pinea e seus principais componentes quimicos, CIN e
limoneno, apresentaram  atividade acaricidal contra  Tyrophagus
putrescentiae (MACCHIONI et al.,, 2002). O o6leo 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 (ARAUJO et al., 2003).

O CIN ndo possui efeito citomutagénico quando investigado seu
potencial mutagénico no ensaio Salmonella microsome (Ames test)
(GOMES-CARNEIRO et al., 1998). Este composto foi um dos
constituintes quimicos presentes no 0Oleo essencial de folhas e flores de
diversas plantas aromaticas, menos toxico contra larvas do mosquito Culex

pipiens (TRABOULSI et al., 2002).
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O CIN suprimiu a producdo de metabolitos do AA, leucotrieno B4
(LTB4) e PGE2 em mondcitos de pacientes com asma brénquica
(JUERGENS et al., 1998a). Inibiu a producdo de TNF-a, IL-ip, LTB4 e
TXA2 produzidos pela estimulacdo com LPS, em mondcitos humanos in
vitro. Esse € o primeiro registro de um novo mecanismo de acdo para 0s
monoterpenos, sugerindo 0 CIN como forte inibidor de citocinas que pode
ser aprovado para tratamento de inflamacdo das vias aéreas na asma
brébnquica e outras desordens sensiveis a esterdides (JUERGENS et al.,
1998b).

O oleo essencial de Nepeta italic L., cujo principal constituinte é 0
CIN, mostrou significante atividade analgésica que foi blogueada pela
naloxona. Este efeito ndo foi observado com estimulo termo-algésico,
sugerindo uma atividade especifica sobre receptores opidides. Os autores
notificaram correlacdo entre atividade analgésica e quantidade de CIN no
Oleo da referida espécime (AYDIN et al., 1999). No teste da formalina, 0
efeito antinociceptivo do CIN foi reversivel pelo pré-tratamento do animal
com naloxona (SANTOS & RAO, 2000).

O CIN possui efeito supressor sobre inflamagdo experimental em
ratos. Este monoterpeno inibiu 0 edema de pata induzido por carraginina e
granuloma promovido por fibra de algoddo, inibiu 0 aumento da
permeabilidade capilar induzido por acido acético e a nocicepcdo quimica
promovida por injecdo intraplantar de formalina e acido acético i.p
(SANTOS & RAO, 2000).

O CIN induziu protecdo contra injaria hepatica induzida por GalN-
LPS, através da inibicdo da producdio do TNF-a. E 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 injaria
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gastrica promovida por etanol, de modo similar ao 4cido
nordihidroguanetico, um inibidor da lipoxigenase. Em estudo de secrecgdo
gastrica, o CIN semelhantemente a cimetidina, um bloqueador do receptor
de histamina, inibiu o volume do suco gastrico bem como a acidez total
(SANTOS &RAO, 2001).

Os efeitos do 6leo essencial de Salvia lavandulaefolia VVohl e de seus
constituintes monoterpenos foram investigados sobre a acetilcolinesterase
eritrocitaria de humanos in vitro. Usando método de espectrofotometria de
analises cinética, os autores concluiram que o 6leo essencial, CIN e a-
pineno inibem de modo reversivel e ndo competitivo a acetilcolinesterase
(PERRY et al., 2000). O dleo essencial e seus constituintes monoterpenos
também inibiram a referida enzima in vivo. Este efeito é relevante para o
tratamento da doenga de Alzheimer (PERRY et al., 2001).

O oOleo essencial de Nepeta italica, rico em CIN, bloqueou
contracOes induzidas por ACh em ileo de rato, mas néo 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 vigilia, induziu hipotensdo 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 ndo interferiu no crescimento de células TATO Il
de céncer estomacal. O presente estudo mostra que a supressdao do
crescimento celular pelo CIN, em linhagens de células leucémicas resulta

da inducéo de apoptose por este composto (MOTEKI et al., 2002).
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1.5 Organizacdo morfofuncional e histologica do sistema
respiratorio

As funcbes primdrias do sistema respiratorio sdo: trocas de gases
entre atmosfera e sangue, regulacdo homeostatica do pH corporal, protecdo
contra substancias irritantes e patdégenos inalados e vocalizacdo. Além
destas funcdes, o sistema respiratério também é fonte de perda significante
de agua e calor do corpo. Nos mamiferos, os pulmdes sdo 0s 0Orgdos
encarregados de fornecer O2 ao organismo e dele retirar o excesso de CO2
Nos seres humanos a superficie pulmonar encarregada das trocas gasosas é
de 70 a 100 m (uma das maiores areas de contato do organismo com o0
meio ambiente). Essa enorme superficie fica retida no interior do térax,
distribuida por 300 milhdées de alvéolos pulmonares (SILVERTHORN,
1998). As vias aéreas sdo mantidas Umidas por uma camada de muco que
reveste a superficie epitelial. O muco é secretado por células caliciformes
isoladas presentes no revestimento epitelial das vias aéreas, e por pequenas
glandulas submucosas. O muco é removido das vias aéreas por meio do
epitélio ciliado, comum na zona de conducdo. A traquéia é revestida por
uma mucosa especial chamada mucosa respiratoria que apresenta epitélio
estratificado ciliado (ROSS et al., 1993).

O sistema respiratério dos mamiferos é compreendido pela zona de
transporte gasoso, formado pelas vias aéreas superiores e arvore
traqueobrdnquica, encarregados de acondicionar e conduzir o ar até a
intimidade dos pulmdes; pela zona respiratoria onde se realizam as trocas
gasosas; e por uma zona de transicao, interposta, entre as duas primeiras. A
arvore traqueobrénquica, ou zona de transporte aéreo estende-se da traquéia
até os bronquiolos terminais. A partir da traguéia, a arvore
tragueobrénquica se divide progressivamente, em geral por dicotomia. Os

brénquios fonte (direito e esquerdo) sdo considerados como primeira
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geracdo da arvore traqueobronquica. A segunda geracdo corresponde aos
brénquios lobares, e assim sucessivamente até os bronquiolos terminais
(164 geracédo) (ZIN & ROCCO, 1999).

A zona de transicdo se inicia no bronquiolo respiratorio
caracterizado pelo desaparecimento das células ciliadas do epitélio
bronquiolar. Os bronquiolos respiratorios também se diferenciam por
apresentarem, espagadamente, 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 ultimo ramo do bronquiolo
respiratério surgem os duetos alveolares, que, por sua vez, terminam em
um conjunto de alvéolos, os sacos alveolares. A zona respiratéria, entdo €
constituida 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 porcédo cervical e uma toracica formada por
anéis cartilaginosos sobrepostos ligados pela membrana cricotraqueal. Na
extremidade posterior da traquéia ndo existe anel, esta extremidade é de
consisténcia ndo firme e possui tecido muscular que tensiona as bordas de
cartilagem e ndo deixa que elas se abram, permitindo que a porcédo
posterior possua certa mobilidade. A membrana cricotraqueal reveste
extemamente todo 6rgdo até a bifurcacdo onde a traquéia se divide, ponto
este denominado carina.

Histologicamente, os tecidos traqueal e bronquiolar sdo formados por
guatro camadas de células: camada mucosa (epitélio pseudo-estratificado
cilindro ciliado e uma lamina prépria), camada submucosa, camada de
musculo liso com pecas de cartilagem e camada adventicia. As células
comuns do epitélio traqueobrdnquico sdo ciliadas, caliciformes e células

basais. As células ciliadas estdo presentes em toda zona de conducgéo e
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através dos movimentos dos cilios, varrem o muco desde 0s pontos mais
distais das vias aéreas até a faringe. As células caliciformes estdo
localizadas entre as ciliadas e sua principal funcdo é a producdo de muco.
Existem ainda as células basais que funcionam como aporte de novas
células (ROSS et al., 1993).

Com a ramificacdd dos brénquios suas paredes vao gradualmente
perdendo alguns componentes, dai a auséncia de cartilagem e glandulas
submucosas nos bronquiolos da zona de conducdo. Nestes bronquiolos, o
epitélio e fibras musculares lisas sdo seus principais componentes
estruturais. O bronquiolo respiratério, presente na zona de respiracdo, €
constituido por epitélio cilindrico cubico. A parede dos alvéolos é delgada,
sendo recoberta basicamente por trés tipos de células epiteliais:
pneumdacitos tipo I, pneumdacitos tipo H e células em escova (ROSS et al.,

1993).

1.6 Anatomo-fisiologia do musculo liso respiratorio

O musculo liso € uma estrutura importante para o funcionamento do
organismo, uma vez que seu funcionamento anormal contribui para o
surgimento de uma série de patologias como hipertensdo, aterosclerose,
coronariopatia, asma, disturbios intestinais e apoplexia, entre outras
(MURPHY & BRAYDEN, 1995) Varias destas patologias envolvem
diretamente o mecanismo de excitagdo-contracdo do musculo liso.

Nos mamiferos, o musculo liso traqueal situa-se na porcdo dorsal,
unindo as extremidades dos anéis cartilaginosos. Os anéis cartilaginosos
estdo presentes em toda extensdo da traquéia e nos brdnquios principais,
tomando-se esparsos na extremidade distai da A&rvore respiratoria
(COMROE, 1977). O musculo liso traqueal é constituido por uma camada

de feixes de fibras musculares lisas com ramificacdes minimas e orienta¢éo
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transversal. O suprimento vascular para o musculo liso € derivado da
artéria brénquica (STEPHENS, 1988).

Na maioria dos musculos viscerais, a superficie da célula em repouso
é lisa e regular. Nesse tipo de musculatura as juncdes célula a célula séo
muito frequentes. A capacidade do tecido para contrair baseia-se na
existéncia dessas juncdes (juncdes gap) que permitem a excitagdo tanto
oriunda de nervos como de células marca-passo e espalham-se por todas as
células (SOMLYO, 1985; MOSS & HOFMANN, 1992).

As células de mdasculo liso, em geral, ndo apresentam um sistema
organizado para o processo de excitagdo-contragdo, como 0 sistema de
diades e triades dos musculos esqueléticos. O reticulo sarcoplasmatico (RS)
existe em forma rudimentar. Apesar disso, apresenta uma organizacao
celular impar que é a base de seu mecanismo contratii (MOSS &
HOFMANN, 1992; SPERELAKIS, 1993). Os filamentos contrateis
ocorrem paralelamente ao eixo longitudinal da célula. Estes filamentos sdo
unidos, em série, por corpos densos (equivalentes a linha Z) e finalmente
com o plasmalema, com corpos densos terminais 0s quais parecem formar
uma espiral ao longo do comprimento da ceélula. Devido a esse arranjo
espiralado, a tensdo desenvolvida por uma célula de musculo liso ocorre
nas trés dimensdes, sendo que o componente primario da forca é ao longo
do eixo longitudinal (SMALL & FOSTER, 1986; MOSS & HOFMANN,
1992).

O sarcolema contém tipos diferentes de proteinas receptoras que
podem iniciar ou inibir o processo contratil (KNOT et al., 1996). Os
musculos lisos podem ser ativados por multiplos tipos de sinais nervosos,
estimulacdo hormonal, estiramento do musculo e por outras formas

(MEISS, 1989; SAITO etal., 1994; NIXON et al., 1994).
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As células dos musculos lisos das vias aéreas estdo dispostas em
feixes (300 a 400 células) separados por espaco interfascicular que contém
colageno, elastina, fibroblastos, mastdcitos, axénios e vasos sanguineos
(STEPHENS, 1988). O sarcolema do mdusculo liso traqueal possui uma
bicamada lipidica com moléculas de proteinas inseridas. O RS existe como
uma estrutura tubular mas ndo apresenta a organizacdo do RS do musculo
esquelético. Apresentam “corpos densos” que sdo considerados analogos
dos discos Z dos musculos estriados. Os “corpos densos” sdo estruturas que
transmitem forca mecénica e proporcionam o acoplamento entre o0s
miofilamentos e o estroma do tecido conectivo (GABELLA, 1976;
SOMLYO et al., 1980). A contracdo do musculo liso das vias aéreas induz

aumento de resisténcia a passagem de ar (BERNE & LEVY, 1998).

1.7 Propriedades elétricas de células de musculo liso
respiratorio

O potencial transmembrana (Em) em células musculares de traquéia,
brénquios e bronquiolos esta no intervalo de - 45 a - 60 mV. O Em pode
aumentar com a reducdo do didmetro das vias aéreas (SMALL & FOSTER,
1990).

Em varias células, a contragdo muscular é precedida por
despolarizacdo do Em e as variagcdes na atividade elétrica da membrana
estdo relacionadas as funcdes dos tecidos (MOSS & HOFMAN, 1992).

Em algumas espécies animal, as células musculares das vias aéreas
sdo eletricamente quiescentes. Em traquéia de humanos, gatos e galinhas e
brénquios e bronquiolos de caninos ndo ocorrem oscilagdes espontaneas do
Em (SMALL & FOSTER, 1990). No entanto, em traquéia de bovinos,
caninos e cobaios frequentemente ocorrem oscilagcdes espontaneas 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 oscilagbes
espontaneas que podem ser disparadas continuamente ou periodicamente
em freqliéncia aproximada de 0,7 a 1,6 Hz. O Em oscila espontaneamente
devido a uma reducdo gradual na permeabilidade do sarcolema aos ions K+
e quando é alcancado o limiar para ativar canais de Ca se inicia um
potencial de acdo (MOSS & HOFMANN, 1992). Nos musculos lisos das
vias aéreas que possuem atividade espontanea, as células que disparam as
ondas lentas de maior freqiiéncia funcionam como marca-passo, excitando
as ceélulas menos ativas no mesmo feixe muscular (McCAIG &
SOUHRADA, 1980). O musculo liso das vias aéreas ndo funciona como
sincicio perfeito, apesar da existéncia do acoplamento elétrico entre as
células (DIXON & SMALL, 1983).

O mecanismo exato de geracdo de ondas lentas ndo esti prontamente
determinado. Acredita-se que sejam de natureza miogénica uma vez que
ndo sdo alteradas por bloqueadores ganglionares e neuronais (SANDERS,
1989). As ondas lentas ndo dependem da sintese de PGs (McCAIG &
RODGER, 1986) e sao abolidas pelo resfriamento, por inibidores de
ATPase, por alteragdes 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 freqiéncia das ondas lentas
estd associado com alteracdes no tébnus da musculatura da traquéia, com
espasmos induzidos por leucotrieno D4 (LTD4), por baixas concentracdes
de histamina (HA) e acetilcolina (ACh) (AHMED et al., 1984; McCAIG &
RODGER, 1986).

Os efeitos eletrofisiolégicos de agentes contraturantes podem estar

associados com despolarizagdo da membrana plasmatica, inducdo ou
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aumento da frequéncia de ondas lentas e deflagracdo de potencial de acao

(SMALL, 1982) e agentes relaxantes podem estar associados com
hiperpolarizacdo e supresséo de ondas lentas (SUZUK et al., 1976;
SMALL, 1982). Em traquéia de cdes e bovinos, o KC1 produz espasmos
seguidos de despolarizacdo que ndo deflagra potencial de acdo. Em traquéia
de cobaio, no entanto, o KC1l, em baixas concentragdes, ndo evoca
potenciais de acdo mas promove atividades de ondas lentas e em
concentracdes mais elevadas dispara potencial de acdo (SMALL &
FOSTER, 1990). Os efeitos espasmogénicos do KC1 podem depender do
influxo de Ca2+ através dos canais de membrana dependentes de voltagem
(FOSTER etal., 1983)/

Os efeitos contraturantes do tetraetilaménio (TEA), em musculo liso
traqueal, parecem estar associados com despolarizacdo do sarcolema,
promocdo de ondas lentas e deflagracdo de potencial de acdo semelhante a
“spikes” (KANNAN et al, 1983). Similar ao KC1, os efeitos
espasmogénicos do tetraetilaménio em musculo liso respiratorio, dependem
do influxo de Ca por meio de canais de Ca dependentes de voltagem
(RAEBURN & RODGER, 1984 WEISS et al., 1985).

Em musculo 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
hiperpolarizacdo evocada por estes agonistas provavelmente é devida a
abertura de canais de K+ (ALLEN et al., 1985).

Os efeitos espasmogénicos da ACh e HA, em musculo liso das vias
aéreas, provavelmente ndo 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 liberacdo de estoques de Ca2+ intracelular (FOSTER et

al., 1983).

1.8 Controle neural das vias aéreas

H& cerca de trés séculos, Thomas Bartolinus fez uma descricdo dos
nervos no pulmdo do homem. Em suas observacdes, notou que o Nervorum
stomachicorum estava sempre localizado na parte posterior dos tubos
brénquicos e que pequenos e grandes ramos nervosos insinuavam-se sobre
a porcdo membranosa externa (BARTOLINUS, 1663). Anos apdés, Willis
descreveu “os usos e oficios do par intercostal”, e subsequentemente
associou um possivel envolvimento desses nervos com a asma (WILLIS,
1679).

As vias aéreas contém inervacdo motora e sensorial que controla a
funcdo dos musculos, vasos sanguineos e glandulas. O sistema nervoso
autdbnomo atua tanto na broncoconstricdo como na broncodilatagdo das vias
aéreas. A inervacdo das vias aéreas € feita por quatro classes de nervos
autondmicos: nervos colinérgicos, nervos adrenérgicos, nervos excitatorios
ndo adrenérgicos e ndo colinérgicos e nervos inibitorios ndo adrenérgicos e
ndo colinérgicos (LAITINEN & LAITINEN, 1987; PALMER & BARNES
1987; BARNES 1988; VAN NIEUWSTADT et al., 1994; ZIN & ROCCO,
1999). Van Nieuwstadt et al. (1994) destacaram a existéncia e diferenca
quanto a distribuicdo da densidade dos receptores para 0s trés sistemas
colinérgico, adrenérgico e sistema ndo adrenérgico e ndo colinérgico
(NANC).

De modo geral, existe concordancia de que a inervacdo para a
musculatura, vasos sanguineos e glandulas das vias aéreas é dupla:
excitatéria e inibitoria. A estimulacdo vagai contrai a musculatura lisa das

vias aéreas, aumenta a secrecdo glandular e relaxa os vasos pulmonares
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(HAHN et al., 1978). Estes efeitos sdo bloqueados pelo sulfato de
atropina, sugerindo que sdo mediados pela ativacdo dos receptores
muscarinicos (WIDDICOMBE, 1963). A estimulacdo simpatica, oposta ao
parassimpatico, induz relaxamento da musculatura lisa das vias aérea,
contrai 0s vasos sanguineos e inibe a secrecdo glandular (CABEZAS et al.,

1971; KADOWITZ et al., 1976).

1.8.1 Inervacdo colinérgica

Em todas as espécies, o controle neural dominante das vias aéreas é
exercido por nervos parassimpaticos que medeiam a broncoconstri¢do
(OLSEN et al., 1965; BARNES, 1986a; PENDRY, 1993). Esses nervos
surgem no nucleo vagai do tronco cerebral, descem através do nervo vago e
fazem sinapse em pequenos génglios localizados em extenso plexo dentro
da parede das vias aéreas. Pequenas fibras partem destes ganglios e
inervam as células alvo. A estimulacdo vagai resulta em constricdo dos
musculos lisos das vias aéreas a qual pode ser aumentada por inibidores de
colinesterase ou bloqueada por atropina, indicando que ocorre a liberagéo
de acetilcolina (ACh) que atua em receptores muscarinicos
(RICHARDSON & FERGUNSON, 1979; DAWSON, 1984). O sistema
nervoso parassimpatico possui grande importancia na manutencdo do ténus
da musculatura lisa das vias aéreas de varias espécies, incluindo cobaio e
seres homamos (GROSS & SKORODIN, 1984; VAN DER VELDEN &
HULSMANN, 1999).
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1.8.2 Inervagdo adrenérgica

A inervacdo simpatica na musculatura lisa respiratoria ndo 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 ganglio estrelado extrapulmonar e
fibras poés-ganglionares adentram nas vias aéreas, mas sua distribuicdo
exata ndo foi bem esclarecida. Nas espécies em que falta um suprimento
simpético direto, tem sido mostrada varicosidade colinérgica e
noradrenérgica em intima aposicdo (JONES et al., 1980; DANIEL et al.,
1986; PENDRY, 1993).

E sugerido que a musculatura lisa das vias aéreas de humanos esta
isenta de nervos adrenérgicos (ZAAGSMA et al., 1987). Em 1997a, Rang
et al., afirmaram que a musculatura lisa das vias aéreas de seres humanos
ndo sofre influéncia do sistema simpatico. Em bovinos e caninos foi
evidenciada moderada inervacdo adrenérgica na musculatura das vias
aéreas (VAN NIEUWSTADT et al., 1994). O’ Donnell et al., (1978) e
Doidge & Satchell, (1982) confirmaram a presenca de fibras adrenérgicas,
apesar de esparsas, nas vias aéreas de cobaios, principalmente na traquéia e
brénquios, enquanto os bronquiolos apresentaram auséncia total desse tipo
de inervacdo. A artéria pulmonar, veia e arteriolas, bem como as artérias
brénquicas apresentam uma extensa inervacdo adrenérgica, com a maioria
das fibras presentes no limite medio adventicio da artéria pulmonar. O
sistema adrenérgico, nestes animais, controla as vias aéreas apenas da
traquéia, e a inibicdo da musculatura lisa mais periférica das vias aéreas €
controlada por fatores ndo-neurais ou pelo sistema inibitorio néo

adrenérgico (O’ DONNELL et al., 1978).
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Apesar da inexisténcia de fibras adrenérgicas na musculatura lisa
jas vias aéreas, em seres humanos, ou existéncia esparsa em outras
jspécies animais, 0s receptores adrenérgicos (tipo P) tém importante papel
10 relaxamento bronquial. Estes receptores estdo abundantemente presentes
ia musculatura lisa das vias aéreas de humanos e sdo provavelmente
itivados pela adrenalina circulante, promovendo broncodilatacdo (VAN

DER VELDEN & HULSMANN, 1999).

1.8.3 Inervacado ndo adrenérgica e ndo colinérgica

Além da inervagdo simpética e parassimpatica, evidéncias sugerem a
existéncia de uma outra via neuronal que ndo é de natureza adrenérgica
nem colinérgica (NANC). Tem-se relatado mecanismos excitatorios
broncoconstritor e broncodilatador NANC (PENDRY, 1993; FAME et al.,
1994) Richardson (1979) e Bames (1986a) demonstraram a existéncia de
mecanismos NANC excitatérios e inibitorios nas vias aéreas de animais e
seres humanos. A contracdo neuronal ndo 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 contracdo da musculatura lisa bronquial que sao
respectivamente os mediadores inibitorios  (broncodilatadores) e
excitatérios (broncoconstritores) do NANC. Os mediadores NANC
excitatorio e inibitério apresentam importante papel na patogénese da asma
(JOOS et al., 2000).

Provavelmente, a broncoconstricdo produzida pela inervacdo NANC
seja mediada via liberagdo de taquicininas, tais como substancia P (SP) e
neurocinina A (NKA) de fibras C sensitivas ndo mielinizadas. Estas fibras

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

tiediada, pelo menos parcialmente, por neuropeptideos, tais como peptideo
ntestinal vasoativo (VIP) e peptideo histidina-isoleucina-metionina
PHI/M) (DIAMOND & GILLESPIE, 1982; BELVISE et al., 1993). Tem
ido proposto que o oOxido nitrico (NO) ou uma substéancia simile, seja o

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

1.8.3.1 Taquicininas

S&@o neurotransmissores do sistema nervoso NANC excitatorio. Os
ervos NANC sdo constituidos por fibras sensoriais ndo mielinizadas
hamadas fibras C, que contém taquicininas como SP, NKA e neurocinina
I (NKB) (HUA et al., 1985). As taquicininas sdo assim denominadas por
iduzirem répida contragdo da musculatura lisa contrariamente ao que
scorre com as bradicininas (PERNOW, 1983).

A regulacéo do tonus muscular das vias aéreas de cobaios ocorre em
sarte pelos mecanismos miogénicos NANC, onde as taquicininas sédo
onsideradas como principais mediadores na resposta broncoconstritora
este sistema (KARLSSON, 1986). As taquicininas induzem
roncoconstricdo em cobaios por acdo direta na musculatura lisa
ronquiolar. Em outras espécies, inclusive no ser humano, este mecanismo
m parte é indireto via estimulacdo colinérgica (JOOS & PAUWELS.,
993). A contracdo induzida pela SP, em brénquios e bronquiolos humanos
jolados, é dose-dependente e menos potente que a HA ou ACh (JOOS &
AUWELS, 1990).

Fibras nervosas que contém taquicininas estdo presentes no aparelho
jspiratorio de varias espécies e a estimulacdo destas fibras desencadeia
feitos em varios sistemas fisioldgicos de varias espécimes, incluindo seres

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

das vias aéreas, nos vasos sangiineos e na musculatura lisa bronquial de
vérias espécies (POLAK & BLOOM, 1982, LUNDBERG et al.,, 1984,
MARTLING, 1987). A estimulacdo de terminacdes nervosas aferentes
induz a liberacdo de SP e NKA (VAN NIEUWSTADT et al., 1994). A
resposta NANC neste caso é devida a liberacdo antidrdmica das
taquicininas via nervos sensoriais (BARNES, 1986a).

A sintese das taquicininas ocorre nas células ganglionares sensoriais,
e transportadas para areas periférica e central. A liberacdo das taquicininas
pode ser induzida por diversas substancias e procedimentos como
administragdo de capsaicina, HA, bradicinina, leucotrieno C4 (LTC4),
resposta imunologica, estimulacdo elétrica antidrémica (SARIA et al.,,
1988; KOHOGI et al., 1991; LUNDBERG, 1996) e intrusdo de ions calcio
em resposta a estimulos despolarizantes (SARIA & LUNDBERG, 1983;
SARIA et al. 1986; MAGGI et al., 1988).

As taquicininas podem ser liberadas localmente por arco reflexo,
ativando receptores especificos de superficie de membranas e produzindo
efeitos bioldgicos (FROSSARD & ADVENIER, 1991). Esses receptores
foram identificados por auto-radiografias na musculatura lisa das vias
aéreas de cobaios e humanos, distribuidos topograficamente da traquéia até
os bronquiolos (JOOS & PAUWELS, 1990). Os receptores
taquicininérgicos classificam-se em trés tipos, NK-1, NK-2 e NK-3
(FROSSARD & ADVENIER, 1991). A resposta contratil das taquicininas
em brdnquio isolado de cobaio é mediada pelos receptores NK-1 e NK-2
(MAGGI et al., 1991a; YUAN et al., 1996).

A ativacdo destes receptores estd associada a estimulacdo da
fosfolipase C, ligada ao fosfatidilinositol. As taquicininas induzem

contragdo da musculatura lisa das vias aéreas pela estimulacdo da hidrolise
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do fosfatidilinositol, com consequente formacdo de inositol-1,4,5-
trifosfato (IP3) que libera ions calcio de estoques intracelulares
(GRANDORDY etal., 1988; LUNDBERG, 1996).

As taquicininas sdo degradadas por varias 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 esta presente na camada
epitelial e na musculatura lisa das vias aéreas (JOHNSON et al., 1985;
SEKIZAWA et al., 1986).

i.8.3.2 Peptideo intestinal vasoativo

O peptideo intestinal vasoativo (VIP) €& um neurotransmissor
inibitério das fibras nervosas NANC. Inicialmente descrito por Said &
Mutt (1969) como substancia vasoativa. Posteriormente foi obtida de
extratos de pulmdo (BARNES, 1989), extratos de duodeno de suinos, vias
aéreas de felinos, ratos e cobaios (GHATEI Qt al., 1982) e em outras
estruturas de espécies de mamiferos (LILLY, etal., 1993).

Este peptideo apresenta potente efeito broncodilatador das vias
aéreas de varias espeécies de animal, incluindo 0 homem (BARNES, 1989).
Em experimentos in vitro, o VIP reduz ou previne a broncoconstrigido
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 vérias espécies (PALMER & BARNES,
1987; BARNES, 1988). Em mausculo liso traqueal de suinos, a acdo deste
neurotransmissor pode ser direta, provavelmente via estimulacdo de NO
(GRIDER et al., 1992; KANNAN & JOHNSON, 1992). No musculo liso

das vias aéreas de bovinos, o VIP pode modular a liberagcdo de acetilcolina
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ou modificar seu efeito, pois reduz o efeito contratil deste agonista quando
administrado exogenamente (PALMER & SAMPSON, 1985).

O VIP é metabolizado através da NEP (LUNDBERG, 1996). As
proteases dos mastocitos também podem hidrolisa-lo. Estudos em pulmao
perfundido demonstraram que 0s metabolitos deste neurotransmissor nao

possuem acdo fisioldgica (LILLY et al., 1993).

1.8.3.3 Oxido nitrico

A importancia fisioldgica do NO se deu a partir dos trabalhos de
Furchogtt & Zawadzki, no inicio da década de 80. Estes pesquisadores
estudando a vasodilatacdo induzida por ACh em aorta de coelho,
observaram que esse efeito era dependente da integridade do endotélio e
sugeriram que esse agonista liberava uma substancia a qual foi denominada
fator de relaxamento derivado do endotélio (FRDE).

As similitudes dos efeitos farmacoldgicas do FRDE e do NO,
levaram Furchogtt (1988) e Ignarro et al., (1988a, b) a identificarem
independentemente que o FRDE seria o NO.

Varias células podem produzir NO, destacando-se células
endoteliais, neurénios, neutréfilos (WRIGHT et al., 1989; FIERRO et al.,
1995) e macrdfagos (Di ROSA et al., 1990). A biossintese do NO ocorre a
partir da L-arginina e do oxigénio molecular, gerando NO e L-citrulina
através das enzimas Oxido nitrico sintetase (NOS). Foram identificados trés
subtipos de NOS: a endotelial, a neural (constitutivas), e a induzida. As
enzimas constitutivas sdo importantes na comunicacdo celular e
manutencdo de processos fisioldgicos, sdo dependentes de calcio-
calmodulina e produzem NO por curtos intervalos de tempo. A via
induzida independe de céalcio-calmodulina, é alterada por corticOides e

produz NO por periodos prolongados. Sugere-se que esta via seja mais
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importante e a Unica envolvida em situacBes fisiopatoldgicas
(RADOMSKI et al., 1990; BATLOUNI & RAMIRES, 1994; GOMEZ-

JIMENEZ et al., 1995).

1.9 Bioquimica da contracdo do musculo liso respiratorio

1.9.1 Acoplamento excitagdo-contracao

Acoplamento excitacdo-contracdo (AEC) é a sequéncia de eventos
elétricos e bioguimicos que induzem o aumento da concentracdo de Ca
intracelular [Ca ]i sem considerar os fendmenos bioquimicos da contracao
propriamente ditos (SPERELAKIS, 1993).

H& um século, foi demonstrado que estimulos elétricos induziam
contracBes em musculo esquelético de batraquio. Posteriormente, estudos
em musculo liso vascular, deixaram claro que contra¢des induzidas por
agonistas poderiam ocorrer com menor ou maior despolarizacdo da
membrana plasmatica. Desde entdo, aventou-se a hipotese de componentes
elétrico e mecénico no fendmeno de contracdo muscular. Em 1968, Somlyo
& Somlyo denominaram esses eventos de acoplamento eletromecéanico e
farmacomecanico, respectivamente.

No acoplamento eletromecénico, a regulacdo da forca de contracéo
depende de alteragdes do potencial transmembrana (Em) (REMBOLD,
1996) Varios agonistas induzem contracdo por despolarizacdo das células
de musculo 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 classico de
acoplamento eletromecénico é a contracdo induzida pelo potassio.

Aumentando-se a concentracdo extracelular de K+, o valor do Em ¢
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deslocado para valores mais positivos, ativando canais de calcio
dependentes de voltagem (CCDV) e aumentando o influxo de Ca e
consequentemente induzindo contragdo (NEILD & KOTECHA, 1987,
HERMSMEYER et al., 1988).

Em geral, o AEC em mdusculo, envolve a despolarizacdo da

membrana celular através de canais de Ca2+ voltagem dependente que

altearam a [Ca2t]i. (JANSSEN, 2002). Vérios estudos envolvendo as

propriedades biofisicas e bioquimicas do musculo liso das vias aéreas tém
sido desenvolvidos, a fim de entender alteragbes patoldgicas que induzem
broncoespasmo (STEPHENS, 2002).

No acoplamento farmacomecanico, a regulacdo da forca de
contracdo é feita por ligacdo de agonistas como neurotransmissores,
autacoides ou hormonios a receptores residentes na superficie da membrana
citoplasmatica, sem necessariamente grandes alteragcbes do Em (SOMLYO
& SOMLYO, 1968; REMBOLD, 1996). A ativacdo desses receptores pode
induzir alteracdes na [Ca ]i ou alteracdes da sensibilidade das proteinas
contrateis a este ion (ALLEN & WALSH, 1994). O aumento do célcio
intracelular depende basicamente da liberagdo dos estoques intracelulares
ou do influxo de calcio extracelular. O aumento da [Ca2t]i pode ocorrer via
ativacdo direta dos canais de célcio operados por receptores, independente
de alteragbes no Em (BOLTON, 1979). Outra via de acesso do calcio
extracelular seria através de canais catidnicos ndo seletivos (CHEN et al.,
1993).

No musculo liso, o AEC pode acontecer tanto por acoplamento
eletromecéanico como farmacomecénico. A despolarizagdo do sarcolema
pode ocorrer tanto por estimulacdo elétrica direta como por ligacdo de
neurotransmissores e/ou hormonios a receptores existentes na membrana

citoplasmética. A contracdo muscular pode ocorrer também por
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combinacdo destes dois mecanismos (RASMUSSEN et al.,, 1987,
SOMLYO & SOMLYO, 1990; MOSS & HOFMANN, 1992).

Em algumas ceélulas, a atividade elétrica da membrana esta
relacionada as funcBes dos tecidos. Nestas células, a despolarizacdo da
membrana precede a contragdo muscular. As células musculares lisas da
traquéia de cobaio apresentam oscilagbes espontaneas do Em conhecidas
como “ondas lentas” que podem ser disparadas continuamente ou
periodicamente em frequéncia aproximada de 0,7 a 1,6 Hz. O Em oscila
espontaneamente devido a uma reducdo gradual na permeabilidade da
membrana aos ions K e quando atinge limiar para ativar canais de Ca um
potencial de acdo € deflagrado (MOSS & HOFMANN, 1992). A atividade
de “onda lenta” pode estar associada com o aumento do tdbnus muscular da
traquéia (SMALL, 1982; SMALL & FOSTER, 1990), com espasmos
induzidos por LTD4 em traquéia de cobaio (McCAIG & RODGER, 1988)
ou por baixas concentragées de ACh ou HA (McCAIG & SHOUHRADA,
1980; AHMED eia/., 1984).

Em mdasculo liso das vias aéreas que apresentam atividade
espontanea, 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 contratil das células musculares lisas € iniciado quando
ocorre aumento da concentragdo de Ca?+ livre no citosol induzido pelo
acoplamento eletromecanico (SOMLYO & HIMPENS, 1986) e/ou
farmacoldgico (SOMLYO & SOMLYO, 1968). O aumento da [Ca2+]i é o
principal mecanismo regulador da contracdo do musculo liso, onde o célcio
livre no citoplasma liga-se a calmodulina e ativa a enzima miosina quinase
de cadeia leve (MLCK) iniciando o processo de fosforilagdo da molécula

de miosina. Quando uma célula muscular lisa é estimulada, a concentracao
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i célcio no citosol oscila de 140 nM para 500 - 700 nM (WILLIAMS &
\Y, 1986; GERTHOFFER, 1987). Células de mdusculo liso podem
ilizar “pools” extra e intracelular de Ca2t (TRIGGLE & SWAMY, 1983).

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

mais de célcio dependentes de voltagem, liberagdo de Ca dos estoques
itracelulares de armazenamento (reticulo sarcoplasmatico e mitocéndrias),
srmuta Nat+/Ca2+ operando de maneira reversa, influxo por meio de canais
micos operados por receptores (seletivos para Ca /ATPase) e por meio de
mais cationicos ndo seletivos, como canais de cloreto ou combinacéo de
ualquer fator acima referido (SPERELAKIS, 1993).

A membrana sarcoplasmatica de células de musculo liso possui
rande variedade de canais idnicos residentes na bicamada lipidica dessa
strutura. Os canais ibnicos sdo proteinas macromoleculares responsaveis
ela transmissdo de sinais elétricos que passam através de membranas
elulares. Através de técnicas de biologia molecular e eletrofisiologia, tém-
3 clonado, expressado e caracterizado genes que codificam essas proteinas
e canais idnicos (ACKERMAN & CLAPHAM, 1997).

Os canais ionicos podem responder diretamente a alteragcdes no Em
iependentes de voltagem), a acdo de hormdnios, autacdides e
eutrotransmissores (operados por receptores), ou indiretamente, através de
inalizacdo de mensageiros secundarios ativados pela interacdo agonista-
iceptor (KNOT etal., 1996).

Os canais de membrana que permitem acesso ao calcio extracelular
stdo subdivididos em canais dependentes de voltagem, que sdo ativados
or despolarizacdo da membrana e canais operados por receptores
specificos de membranas, que sdo ativados por diversos agonistas

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

canais de calcio tipos L, T ou N de acordo com a cinética de ativacdo e
inativacdo, condutancia, especificidade i6nica e sensibilidade a farmacos 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 ions Ca2t+ (KNOT et al., 1998). Podem adquirir
trés conformacdes: repouso, ativado (aberto) e inativo. A ativacdo depende
do Em, sendo desencadeado pela despolarizacdo da membrana celular. Em
alguns mdasculos lisos, a despolarizacdo induz potencial de acéo
(BOLTON, 1976). Células de musculo liso traqueal possuem Em entre -48
mV e -60 mV e potenciais de acdo ndo sdo usualmente observados
(FARLEY & MILES, 1977; FOSTER et al., 1983). A auséncia de potencial
de acdo nas ceélulas musculares lisas das vias aéreas foi atribuida a alta
condutdncia da membrana ao K+ que existe nestas células. A alta
conduténcia ao K+ suprime os aumentos regenerativos na condutancia de
Ca2t+ para desencadear o “spike” (KROEGER & STEPHENS, 1975).

O calcio intracelular, além de interagir diretamente com as proteinas
contrateis, pode ativar canais iGnicos, como 0s canais de cloreto ativados
por célcio, podendo levar a despolarizacdo da membrana celular
(AKBARALI & GILIES, 1993; LAMB et al.,, 1994; GREENWOOD &
LARGE, 1997, 1998)

Canais de cloreto (CF) estdo presentes na membrana celular e nas
membranas das organelas subcelulares e servem a uma ampla variedade de
funcBes celulares. Existem diferentes tipos de canais de CF com
propriedades biofisicas diferentes (SING et al., 1995). Esses canais estdo
subdivididos em canais de CF operados por ligantes (ligand-gated) como
receptores de glicina e acido gama aminobutirico (GABA), canais de CF

reguladores de condutancia transmembrana na entidade morbida fibrose
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cistica, canais de CI* ativados pelo calcio e canais de cloreto ativados pelo
volume celular (JENTSCH, 1996; JENTSCH & GUNTHER, 1997).

Em vérios tipos de células, o CI* ndo esta em equilibrio eletroquimico
e a condutancia a este ion podera induzir movimento transmembrana de CI*
gue podera influenciar a atividade elétrica de células musculares e
neurénios, volume celular e transporte trans-epitelial (SING et al., 1995;
JENTSCH, 1996). No sistema respiratorio, a importancia do ion CI* esta
bem documentada, sendo ratificada com a descoberta da secre¢do anormal
de CI* no epitélio bronquiolar de pacientes com fibrose cistica. As
manifestacbes da fibrose cistica originam-se a partir de um defeito na
proteina do canal de cloreto que ndo permite que este ion atravesse a
membrana celular. Esta anomalia pode promover desidratacdo da mucosa
gue reveste a superficie epitelial, causando obstrucdo brénquica e infeccBes
cronicas. Nesta patologia, a principal causa morte é o comprometimento da
funcdo respiratéria (EGAN et al., 1992; ACKERMAN & CLAPHAM,
1997; ZEGARRA-MORAN et al., 1997). Alguns estudos sugerem que
anormalidades no transporte de CI*, também podem contribuir para a
génese da asma (ALTON et al., 1996). Nesta patologia, existe
hiperreatividade das vias aéreas ligada ao aumento da concentracdo de Ca

no musculo liso respiratorio, podendo haver envolvimento dos canais de CI’
ativados por Ca2+(MORLEY, 1994).

Corrente de cloreto ativada por Ca2+ foi demonstrada em traquéia de
cdo e cobaio (JANSSEN & SIMS, 1994; NAKAJIMA et al., 1995). Em
midcitos de traquéia, ACh e HA induzem liberacdo de Ca dos estoques
intracelulares ativando canais de CI* ativados por Ca , levando a

despolarizacao da célula (JANSSEN & SIMS, 1993a, b).
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1.9.2 Proteinas contrateis

As células musculares lisas contém miofibrilas que fazem parte do
aparato contratil destas células. Para compreensdo dos mecanismos do
AEC do mausculo liso, faz-se necessario, certo entendimento sobre a
bioquimica das proteinas contrateis.

Os componentes protéicos do elemento contratii do musculo liso
respiratorio das vias aéreas sdo semelhantes aos encontrados em outros
musculos lisos e incluem actina, miosina, tropomiosina, caldesmon,
calponina, MLCK e proteinas fosfatases (GERTHOFFER, 1991). Actina e
miosina sdo consideradas as duas principais proteinas do maquinario
contratil das células musculares lisas das vias aéreas (ALDESTEIN &
EISENBERG, 1980; GUNST & TANG, 2000).

A molécula de miosina é uma grande proteina assimétrica,
constituida de seis cadeias polipeptidicas, duas cadeias pesadas (HC) e dois
pares de cadeias leves (LC20). As cadeias pesadas formam uma oc-hélice em
forma de bastdo, com aproximadamente 230 KDa cada. As cadeias leves
constituem cada uma das duas cabecas da molécula de miosina, com
aproximadamente 20 KDa (LC20) e 17 KDa (LC17). A miosina pode ser
dividida em duas porcdes de dominios funcionais: a meromiosina leve
(LMM) que representa a regido de interacdo com outras moléculas para
formar 0 filamento de miosina e a meromiosina pesada (HMM) composta
principalmente pelas cabecas e porcdo intermedidria com a cauda, que se
correlaciona com as pontes cruzadas. A HMM pode ser subdividida em
segmentos Si e S2. O Sj representa as porgdes globulares que fazem parte
da cabeca propriamente dita e contém os sitios de hidrolise do ATP e
ligacdo com a actina. O S2 é a parte fina intermediaria entre o corpo e as
cabecas (ALLEN & WALSH, 1994; GUNST & TANG, 2000).
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Os filamentos finos (7 nm de diametro), formados principalmente
por actina, sdo compostos de dois polimeros lineares de proteina globular
de 42 KDa em forma de hélice (ALLEN & WALSH, 1994; GUNST &
TANG, 2000).

A descoberta de duas novas proteinas envolvidas no processo
contratil do mdasculo liso favoreceu o entendimento dos processos
bioguimicos da contragdo. Essas proteinas sdo: caldesmon (SOBUE et al.,
1981) e calponina (TAKAHASHI et al., 1986) ambas ligadas a actina, a
calmodulina e a tropomiosina, e capazes de in vitro inibirem a MgATPase,
enzima envolvida no processo de fosforilacdo 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 presenca de tropomiosina pode inibir
a atividade da actomiosina ATPase (MARSTON & REDWOOD, 1993).
Durante a contragdo do mauasculo liso das vias aéreas, caldesmon é
fosforilada, sugerindo que esta proteina pode estd envolvida na regulacéo
da contracdo no referido masculo (GERTHOFFER & POHL, 1994).

Calponina (peso molecular 34 KDa) é uma proteina especifica do
musculo liso que se liga ao complexo Ca2+-calmodulina. Evidéncias
sugerem que, quando ligada a actina inibe a formacéo de pontes cruzadas, e
ao ser fosforilada e desligada desta proteina favorece a formacgdo de pontes

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

musculo liso

O mecanismo primario de inducdo da contracdo do musculo liso ¢é a
fosforilagdo da molécula de miosina. Os processos de fosforilacdo e
desfosforilagdo da miosina envolvem duas enzimas, miosina quinase de
cadeia leve (MLCK) e miosina fosfatase de cadeia leve (MLCP),

respectivamente (IKEBE et al., 1987).

Estimulos hormonais ou neuronais aumentam a [Ca2+]i pela entrada
de Ca2+ extracelular. via canais de célcio dependentes de voltagem (CCVD)
ou canais de célcio operados por receptores (CCOR) e pela liberacdo de
Ca2+ dos estoques intracelulares, principalmente do RS, por meio da
ativacdo dos canais de Ca presentes na membrana desta organela,
ativados pelo IP3 (SANDERS & PUBLICOVER, 1994). Em consequéncia
do aumento da [Ca2+]i, quatro ions Ca2+ (CaO se ligam a molécula de
calmodulina (CaM). A conformacdo da calmodulina é modificada e seus
sitios hidrofobicos sdo expostos e interagem ativando a MLCK. O
complexo CarCaM-MLCK produz uma forma isomérica ativa da MLCK
qgue catalisa a reacdo de transferéncia do grupo fosforil da molécula de
MgATP para o residuo de serina 19 das duas cadeias leves de miosina
(LC20). A ativacdo da enzima MgATPase dependente de actina ocorre
paralela a fosforilacdo da miosina, disparando O ciclo de pontes cruzadas da
miosina ao longo dos miofilamentos de actina, com geracdo de forca e
contracdo do musculo (KAMM & STULL, 1985; HIRANO et al., 1991,
REMBOLD, 1992; GUSEV et al., 1994; ALLEN & WALSH, 1994;
HIMPENS etal., 1995).

Em condigdes fisiologicas, 0 musculo liso mantém-se sob um estado

de contracdo, denominado tbnus basal. Este tdnus é restaurado a medida
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que a [Cam]j é reduzida. A molécula de MLCK retoma a sua forma
inativa, com a dissociacdo do Ca -CaM. Com a inativacdo da MLCK, a
LC2 ¢ desfosforilada pela acdo da MLCP, revertendo os efeitos funcionais
da fosforilacédo, e induzindo relaxamento muscular (SHZMZU et al., 1994).
Os niveis de Ca2+ retomam ao normal através do bombeamento deste ion
para 0 meio extracelular, pela bomba de célcio ou por trocas Na /Ca e
pela recaptagdo de Ca?+ 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 transducao de sinal

O acoplamento farmacomecanico é um mecanismo fisiologico
importante para contracdo do musculo liso (SOMLYO & SOMLYO,
1968). Faz-se necessario entender como receptores residentes na superficie
do sarcolema transduzem e ampliam os sinais que lhes sdo enviados
(SOMLYO & SOMLYO, 1990; LAMBERT& HOFFMANN, 1993).

A transducdo de sinais modulada por autacoides, neurotransmissores
e hormonios envolve a ativagdo de receptores que transpéem a membrana
celular e proteinas ligadas ao guanosina trifosfato (proteinas G). Essas
proteinas acoplam 0 receptor a varias enzimas efetoras que atuam sobre
substratos citoplasmaticos ou ligados a membranas, gerando mensageiros
secundarios reguladores (RANG et al., 1997a, b).

Em mdasculos lisos, de um modo geral, agonistas mobilizadores de
Ca2+ interagem com receptores de membrana e promovem hidrolise de
varios fosfolipideos de membrana, principalmente fosfatidilinositol e
fosfatidilcolina. A hidrdlise 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+ citoplasmatico, na
maioria das células musculares, ocorre devido a liberacdo de Ca2+ induzida
pelo IP3 do RS, via. canais de Ca2+ (EXTON et al., 1991; MURTHY et al.,
1992; BERRIGE, 1993). A liberacdo de Ca2+ do RS contribui para o
componente fasico inicial da contracdo (meio com Caz+), e para contragédo
transitoria (meio livre de Ca ). O DAG ativa a proteina quinase C (PKC)
que estimula a atividade de canais lentos de Ca2+ A entrada de Ca2+ por
meio destes canais pode favorecer 0 recarregamento do RS (DANIEL et
al., 1992).

No mdusculo liso de traquéia, Daniel et al. (1992) propuseram um
mecanismo para 0 processo de acoplamento excitagdo-contragdo. Segundo
estes autores, 0s agonistas agem em seus receptores especificos
estimulando o “turnover” de fosfatidilinositol. A ligagdo do agonista ao
receptor ativa a fosfolipase C (mediada por proteina G) que hidrolisa o
fosfatidilinositol difosfato (PIP2) em DAG e IP3. O IP3, por sua vez age
liberando Ca do reticulo sarcoplasmatico, via canais liberadores de Ca .
Esta liberacdo de Ca de estoque interno contribui para 0 componente
fasico inicial da contracdo (em meio contendo Ca2t), e para a contracdo
transiente (em meio livre de Ca ). O DAG ativa a proteina 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 acoes
muscarinicas e nicotinicas da ACh e com a posterior identificacdo e
classificacdo dos subtipos de receptores colinérgicos, estd evidente que 0s
efeitos do mediador colinérgico resultam da ativacdo dos receptores
muscarinicos e nicotinicos. No sistema nervoso central, é sugerido que 0s
receptores muscarinicos estejam envolvidos no controle motor, regulacéo

da temperatura e da atividade cardiaca, enquanto 0s nicotinicos estao
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envolvidos na transmissdo sinaptica cerebral (ROLE & BERG, 1996).
Entre os efeitos periféricos, os receptores muscarinicos medeiam contracdo
de musculos lisos, secre¢des glandulares e funcionamento cardiaco.

A mais recente classificacdo dos receptores colinérgicos, baseada em
técnicas de biologia molecular, define cinco tipos de receptores
muscarinicos, Mb M2, M3, M4 e M5 (CALFIELD & BIRDSALL, 1998). Os
receptores Mi estdo localizados nos ganglios e varias glandulas, os M2
predominam no miocardio induzindo efeitos cronotropico e inotrépico
negativos, os M3 e M4 sdo encontrados em musculos lisos. Quanto aos
receptores M5, sua distribuicdo topografica ndo encontra-se bem definida
(REEVEREer al.,.1997).

Os receptores Mb M3 e M5, principalmente os M3, sdo os
responsaveis pela contracdo colinérgica dos musculos lisos dos sistemas
gastrointestinal e respiratorio (GERTHOFFER, 1991). Esses receptores
interagem com a proteina-Gg/n  estimulando a fosfolipase C com
subsequente geracdo de IP3 e DAG. O IP3 induz liberagdo de Ca dos
estoques de armazenamento intracelulares enquanto 0 DAG ativa PKC.
Ambas as vias operam como moduladores funcionais na contratilidade do
musculo liso (BERRIDGE, 1993; TANAKA & NISHIZUKA, 1994). Os
receptores M2 e M4 interagem com um grupo diferente de proteina G (Gi e
Go) inibindo a adenilil ciclase com consequiente reducdo da concentragdo
intracelular de monofosfato de adenosina ciclico (AMP(C). A estimulacao
desses receptores também pode ativar canais de K+ operados por receptor,
blogueando a atividade dos CCDV.

Auto-radiografia indica a presenca de P-adrenorreceptores no
musculo liso respiratorio, epitélio, glandulas, alvéolos e mastocitos. Nos

seres humanos, praticamente todos 0s p-receptores das vias aéreas sdo p2,
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excecao para 0s receptores alveolares que sdo tanto P2 quanto Pi. Ao

contrario dos receptores muscarinicos, a densidade de P-receptores
aumenta da traquéia para os brénquios. A estimulacdo dos referidos
receptores nas vias aéreas induz relaxamento do musculo liso, inibicdo da
liberacdo de mediadores pelos mastocitos e maior depuracdo mucociliar.
Os agonistas oc-adrenorreceptores ndao exercem qualquer efeito sobre as
vias aéreas normais, mais induzem contragdo em vias aéreas ndo higidas
(RANG etal., 1997a, b).

Os receptores p-adrenérgicos pertencem a classe de receptores
acoplados a proteinas G intermediarias de sistemas efetores (SCHWINN,
1993). A estimulacdo dos receptores p induz relaxamento da maioria dos
tipos de masculo liso por mecanismos que envolvem aumento da
concentracdo intracelular de AMPc. Este segundo mensageiro parece gerar
relaxamento por intermédio da ativacdo de uma proteina-quinase que
fosforila e inativa a quinase da cadeia leve de miosina, e desse modo inibe
a contracdo (RANG et al.,, 1997a, b). Tem-se proposto que o AMPc,
pnmeiramente reduz a concentracdo de Ca livre no citoplasma e, em
seguida, atuaria diretamente sobre o sistema actina-miosina (BULBRING
& TOMITA, 1987).

Em 1957, os receptores da serotonina ou hidroxitriptamina (5-HT)
foram classificados em dois subtipos, M e D. Foi sugerido que o0s
receptores M se localizavam nas terminacBes parassimpaticas controlando
a liberacdo de ACh e os receptores D no musculo 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 classificacdo
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proposta por Humphrey et al. (1993). Esses pesquisadores subdividiram
0os receptores em familias e subfamilias com os devidos ajustes das
classificagbes anteriores. A classificacdo vigente considera 0s aspectos
operacionais de Bradley que eram baseados no reconhecimento do receptor
por radioligantes sintéticos e incorpora parametros modernos de biologia
molecular, como a sequéncia de aminoacidos, e mecanismos de transdugao
de sinais envolvidos na ativagdo de cada tipo de receptor até a formacao de
segundos mensageiros (HOYER et al., 1994).

Os receptores serotoninergicos estdo classificados em 5-HT](Abcdef),
5-HT2(ac), 5-HT3, 5-HT4 e 5-HTs. Considerando os aspectos funcionais, 0s
receptores 5-HT](Abcdef) inibem a formacdo de AMPc, 5-HT2(ac)
estimulam a hidrélise do fosfatidilinositol originando IP3 e DAG, 5-HT3
estdo ligados a canais cationicos e possuem semelhangca com os receptores
nicotinicos colinérgicos, 5-HT4 e 5-HTs induzem a formacdo de AMPC
(ULLMER et al., 1996).

Em mausculo liso traqueal de cobaio, a 5-HT se liga a receptores 5-
HT2a, induzindo contracdo através do aumenta da [Ca ]i por meio de
canais de Ca2+ dependentes de voltagem tipo L, liberacdo de Ca2+ do RS e
ativacdo de proteina quinase C (WATTS etal., 1994).

Em 1930, Kurzrot e Lieb relataram a presenca de uma substancia no
sémen capaz de induzir contracdes no musculo liso uterino. Goldblatt e
Von Euler descreveram, independentemente, as atividades contrateis
musculares e vasodilatadoras presentes no liquido seminal e glandulas
reprodutoras acessOrias masculinas. VVon Euler, em 1973, hipotetizando que
essa substancia seria produzida na préstata, denominou-a prostaglandina,
gue de fato é sintetizada na vesicula seminal, mais esta nomenclatura
perdura até hoje. Apoés vinte anos, foi demonstrada que a prostaglandina

ndo seria substancia unica, mas uma familia 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,
verificou-se que varias prostaglandinas sdo sintetizadas nos tecidos a partir
do metabolismo do AA. Hoje os derivados do AA sdo reconhecidos na
comunidade cientifica como compostos essenciais em VArios processos
reguladores de fungbes celulares, mas seus papéis fisioldgicos ndo estdo
completamente esclarecidos (SANDERS & NORTHRUP, 1983).

Colemam et al. (1993) propuseram uma classificacdo para
receptores de prostandides. De acordo com a poténcia dos cinco
prostandides naturais sobre preparacdes distintas, estes autores
classificaram cinco receptores, um para cada prostandide: PGD2, PGFxXt ,
PGI2, TXA2 e PGE2, denominados respectivamente, receptores DP, FP, IP,
TP e EP. Anélogos sintéticos dos prostandides naturais apoiam esta
classificacdo que foi confirmada quando se passou a dispor de antagonistas
destes receptores. Os dados obtidos com compostos sintéticos sugerem que
ha trés subgrupos de receptores para PGE2 EPb EP2 e EP3. Estudos com
radioligantes corroboram esta classificacdo (RANG et al., 1997a, b).

Postula-se que a capsaicina exerce acfes farmacoldgicas através da
interacdo  com receptores especificos de membrana expressados,
predominantemente, em neurdnios aferentes primarios (SZALLASI &
BLUMBERG, 1999; SZALLASI, 1999; DELANY et al., 2001; HWANG
& OH, 2002; UNDEM & KOLLARIK, 2002). A capsaicina é o principio
ativo pungente da pimenta picante (malagueta) que induz dor severa e
imediata quando aplicada sobre a pele (SIMONE & OCHOA, 1991; PARK
et al., 1995). Hogyes (1878) foi o primeiro a demonstrar que 0 extrato
hidroalcodlico de pimentdo doce (Capsicum annuum) induziu reducdo da

temperatura corporal quando administrado por via sistémica. Mais tarde, o
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grupo de Jancsé demonstrou que a capsaicina, o principio ativo do extrato
usado por Hégyes, estimulava estruturas hipotalamicas sensiveis ao calor
em animais (JANCSO-GABOR et al., 1970 apud SZALLASI, 1994). O
consumo oral de capsaicina induz salivacdo, em humanos, supostamente
pela ativacdo destas estruturas. Jancsd (1960, 1968) observou que
administrages repetidas do referido composto resultam em um estado
refratario que ele denominou dessensibilizacdo. Esse pesquisador também
enfatizou que a acdo bifasica (estimulacdo inicial seguida de
dessensibilizacdo) faz da capsaicina e compostos relacionados, agentes
pungentes Unicos com potencial terapéutico. Jancsé ndo somente postulou a
existéncia de receptor de dor sensivel a capsaicina, mas também antecipou
gue nervos sensiveis a esse composto contém neurohorménios pro-
inflamagdo. Estes mediadores hipotéticos foram mais tarde identificados
como taquicininas, mais especificamente SP e peptideo relacionado ao
gene da calcitonina (PRGC) (BUCK & BURKES, 1986; HOLZER, 1988
apud SZALLASI, 1994).

Varias evidéncias indicam a existéncia de receptores para
capsaicina, denominados receptores vanildides (RV), em varias espécies de
mamiferos. As principais evidéncias sdo: i) ligacdo especifica da
resiniferatoxina, um potente analogo natural da capsaicina, com igual
espectro de acdo, ii) sintese 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 estédo localizados nos
neurdnios sensoriais, neurdnios vagais (ganglio nodoso e ganglio jugular),
cérebro e, possivelmente, em tecidos ndo neuronais como mastocitos e glia.
O espectro de atividades bioldgicas dos compostos vaniloides sugere a

existéncia de subtipos para estes receptores (SZALLASI & BLUMBERG,
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1999). Recentemente foi identificada uma nova familia de gene
relacionada com RVb Usando técnicas de sequénciamento génico 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 ndo foi identificado em corpos celulares do ganglio dorsal e fibras
nervosas sensoriais porém, foi identificado no epitélio das vias aéreas, rins
e sistema nervoso autonomo (SNA) de seres humanos.

Varios estudos corroboram a existéncia de RVs nas vias aéreas de
varias espécies. Didxido de enxofre e metadisulfeto de sodio induzem
broncoconstricdo em pulméo isolado perfiindido de cobaio, via estimulacdo
de nervos sensoriais sensiveis a capsaicina (BANNENBERG et al., 1994).
Neuropeptideos e capsaicina estimulam a liberacdo de citocinas
inflamatérias em linhagem de células epiteliais brénquicas de seres
humanos (BEAS-2B) (VERONESI et al., 1999, 2000). Nervos sensoriais
das vias aéreas estdo intimamente ligados a hiperresponsividade
traqueobronqueal. Achados recentes sugerem que a bradicinina pode ativar
0 RVi por meio de formacdo de produtos da lipoxigenase que possuem
atividade agonista sobre RVi em fibras C aferentes de traquéia de cobaio.
Mediadores inflamatorios, através da proteina 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 doencas respiratorias (SPINA & PAGE, 2002; HWANG & OH, 2002;
CARR et al.,2WI).

SP e NKA possuem potente efeito pro-inflamacdo nas vias aéreas.
Postula-se que a liberacdo desses neuropeptideos de nervos sensoriais
aferentes, por varios estimulos, é induzida pela ativacdo de RVj. Baseado

na co-localizacdo de RV ,e SP em nervo trigémeo da mucosa nasal de rato,
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sugere-se que a ativacdo periférica de RVi pode desencadear fenbmeno
mediado por SP, tal como inflamacao neurogénica (DINH et al., 2003).

A exposicdo a particulas poluentes do ar esta associada com o
aumento da mobi-mortalidade de doencas das vias aéreas. Evidéncias
sugerem que estimulos induzidos por microparticulas podem ser iniciados
pela ativacdo de receptores sensiveis a protons, incluindo RVs e canais
ibnicos sensiveis a acidos (AGOPYAN et al.,, 2003). Estes autores
demonstraram que microparticulas ativam receptores vanildides em
neurdnios ganglionares do trigmeo de rato e células epiteliais das vias

aéreas (BEAS-2B), aumentando AMPc e induzindo liberacdo de citocinas.

1.9.5 Mecanismos moduladores da contracdo do musculo
liso

Mecanismos bioquimicos diferentes podem contribuir na modulacdo
do ténus de musculo liso (YAMAKAGE, 1990). Esses mecanismos podem
incluir modulacdo da ligacdo agonista-receptor, alteracdo do potencial
elétrico transmembrana, alteracdo no influxo de Ca2+, regulacdo da
concentracdo de segundos mensageiros, modulacdo de atividade enzimatica
e alteragbes na sensibilidade das proteinas contrateis ao Ca2+ Portanto, a
intensidade e velocidade da forca de contracdo desenvolvidas no musculo
dependem da via de excitagdo que seja ativada, sugerindo que o0 aparato
contratil pode ser modulado por diferentes vias de transducdo de sinais e

segundos mensageiros (ALLEN & WALSH, 1994).
Alteracgdes na [Ca2+]i controlam os niveis de fosforilagdo da molécula
de miosina, com consequente geracdo de forca e contracdo. Esta evidente,
gue apenas esta cascata de eventos ndo é suficiente para elucidar todo o

processo biomolecular da contragdo do musculo liso. Evidéncias indicam a
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existéncia de mecanismos adicionais dependentes ou independentes de
Ca , gue modulam e corroboram para o0 entendimento dos mecanismos
biomoleculares da contracdo do musculo liso.

Dados experimentais mostram que agentes vasodilatadores, como
nitroprusiato de sédio, reduzem a forca de contracdo mesmo na presenca da
fosforilacdo da cadeia leve de miosina sem reduzir a [Ca ]i (Mc DANIEL
et al., 1992). Altas [Ca2+]i reduzem a sensibilidade da MLCK ao Caz+,
sugerindo ativacdo de uma outra proteina quinase Il dependente de
calmodulina (CaMKII) que é menos sensivel ao Ca do que a MLCK,
sendo ativada quando a [Ca ]i estiver na ordem de 1 gM, concentragdo
superior as condi¢Oes normais de excitacdo (500 - 700 nM). O complexo
ativado Ca4-CaM-MLCKII fosforilaria a serina 815 e ndo a 19 pela MLCK,
reduzindo a sensibilidade ao Ca2t para que ocorresse fosforilacdo da LC20
(WILLIAM & FAY, 1986; TANSEY et al., 1992).

A dependéncia da [Caz2+]i para fosforilar a cadeia leve de miosina foi
denominada de sensibilidade da maquinaria contratil ao Ca . Esta
sensibilidade é alta quando pequeno aumento relativo na [Ca ]i induz
grande nivel de fosforilagdo da miosina (SOMLYO & HIMPENS, 1986;
HIMPENS et al., 1995), e baixa quando grande aumento relativo na [Ca2t]i
induz pequeno aumento na fosforilagdo da molécula de miosina (TANG et
al., 1992; NOMURA et al., 1992; HIMPENS et al., 1995).

Foi sugerido, através de mensuramento simultaneo da [Ca2t]i e da
forca de contracdo, que a forca contratil pode ser modulada por alteracfes
na [Ca2+]i, por alteracdes na sensibilidade das proteinas contrateis ao Ca2+
ou por ambos (BRUSCHI, et al., 1988; HIMPENS & SOMLYO, 1988;
HIMPENS etal., 1990).

A sensibilidade da maquinaria contratil ao ca pode ser modulada

dependendo do tipo de estimulo. Alta sensibilidade pode ser observada com
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estimulos que ativam a proteina G, aumentam IP3 e liberam Ca2+ de
estoques intracelulares como histamina, fenilefrina, endotelina e ativadores
inespecificos de proteina G (TANG et al.,, 1992; SATOH et al.,, 1993;
HIMPENS et al.,, 1995). Baixa sensibilidade pode ser observada com
agentes que sO induzem influxo de Ca2+ como, despolarizacdo de
membrana, ATP e inversdo da permuta Nat+/Ca2+ com baixa concentracao
de sédio intracelular (REMBOLD, 1992). A reducdo da sensibilidade ao
Ca pode ser causada por balanco alterado entre a atividade da quinase e
da fosfatase da cadeia leve de miosina, resultando em uma relagdo
fosforilacéo/desfosforilacdo reduzida (HIMPENS et al., 1995).

Grande aumento na [Ca i, per se, pode diminuir a sensibilidade do
aparato contratil ao Ca2+ (KITAZAWA & SOMLYO, 1990; STULL et al.,
1990; REMBOLD, 1992). Este mecanismo foi denominado
dessensibilizacdo induzida por Ca2+. Segundo Stull et al., (1990), um
grande aumento na [Ca ]i ativa a proteina quinase Il que induz fosforilacdo
da MLCK em um sitio regulatério chamado A. MLCK fosforilada neste
sitio, tem baixa sensibilidade ao Ca2+ A reducdo da sensibilidade ao Ca2+
induzida por Ca pode proteger a célula contra os efeitos nocivos
resultantes de um aumento prolongado deste ion no citosol, e pode explicar
parcialmente, a contracdo fasica de alguns tipos de mduasculos lisos
(KITAZAWA & SOMLYO, 1990).

Outras vias de sinalizacdo podem estar envolvidas nos mecanismos
moduladores da contratilidade do musculo liso. Como a via de sinalizacdo
gue envolve 0 AA, um segundo mensageiro lipidico liberado da membrana
citoplasmatica através da ativacdo da fosfolipase A2, via proteina G,
promovendo hidrélise de fosfolipideo e gerando AA, que inibe a MLCP.
Esta enzima induz desfosforilagdo e seu bloqueio favorece 0 estado

fosforilado da molécula de miosina com consequiente aumento da forca de
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contragdo do musculo sem, necessariamente, ocorrer alteracdo na [Ca2+]i

(ALLEN & WALSH, 1994).

Outra via de sinalizacdo seria através da ativacdo da PKC,
independente da [Ca2+]i e fosforilagio da miosina. Contragbes lentas
mantidas podem ser induzidas por éster de forbol, um ativador da PKC
(KAMM et al.,, 1989). Em outras preparacdes bioldgicas pode ocorrer
aumento da [Ca2+]i e/ou fosforilagdo da LC20 (OZAKI et al., 1990).

Agonistas muscarinicos e a-adrenérgicos podem ativar uma via de
sinalizagdo para contragdo muscular independente de Ca2+ Estudos em
células isoladas mostram que estes agonistas promovem contracdo via
proteina G, ativacdo da fosfolipase C ou, hidrolise da fosfatidilcolina com
cojnsequente producdo de DAG, este segundo mensageiro além de ativar a
PKC, ativaria a proteina quinase C tipo epsilon (PKC-S), uma isoenzima da
proteina quinase C, levando a fosforilagdo de duas outras proteinas ligadas
ao filamento de actina, calponina e caldesmon, disparando 0 mecanismo
contratil. Os ésteres de forbol, semelhantes ao DG, ativariam diretamente a
PKC e a PKC-e (NISHIZUKA, 1984; ANDREA & WALSH, 1992;
COLLINS etal., 1992).

Allen & Walsh (1994) sugerem que as proteinas caldesmon e
calponina modulam 0 ciclo das pontes cruzadas actina-miosina, ambas
ativadas por vias dependentes e independentes de Ca2+ A calponina,
qguando ligada a actina inibiria a formacdo de pontes cruzadas e ao ser
fosforilada se desligaria da molécula de actina favorecendo a formacéo de
pontes cruzadas e consequentemente a contragdo 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 poderia ativar mecanismos diferentes para
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controlar a proporgdo fosforilagdo/desfosforilagdo da miosina e calponina
e, gracas a estes mecanismos pode regular com precisdo o estado contratil
do masculo liso. A via de sinalizacdo que envolve a PKC-¢ poderia ativar
diretamente a calponina independente de Ca e de sua fosforilagéo,
permitindo a dissociacdo entre calponina e actina favorecendo a formacao
de pontes cruzadas e contracdo. Este mecanismo é condizente com a

resposta contratil lenta induzida pelos ésteres de forbol. A PGF2a também

|
ativa a PKC-S e produz pérte de sua resposta contratil independente de Ca

(KANASHIRO & KHALIL, 1998).

Estudos recentes apontam o possivel papel das mitocéndrias na
regulacdo da [Ca2+]j, sugerindo um papel fisiolégico citoprotetor contra
elevadas concentracdes de Ca" no citoplasma celular (GUNTER et al.,
1994; DUCHEN, 1999).

Segundo Gerthoffer (1991) existem dois sistemas moduladores que
agem sobre a contracdo do musculo liso das vias aéreas: fosforilacdo das
LC2 dependentes de Ca /CaM e um mecanismo envolvendo filamentos
finos e dependentes de Ca .O mecanismo de filamentos finos envolve
moléculas de caldesmon, calponina ou ambas proteinas agindo
concomitantemente com moléculas de tropomiosina.

Na fase inicial da contragdo, a enzima MLCK ¢ ativada pelo aumento
da [Ca ]i induzindo a fosforilagdo das cadeias leves de miosina (De
LANEROLLE & STULL, 1980; GERTHOFFER, 1986, KAMM et al.,
1989). Provavelmente o aumento da [Ca2t]i ativa também a CaM quinase
Il. A proteina quinase é ativada pelo DAG (DUNCAN et al., 1987).

Na modulacdo do sistema contratil do musculo liso das vias aéreas
foi observada a importancia do mecanismo regulatério do filamento fino

dependente de Ca . As proteinas do filamento fino caldesmon e calponina
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estdo presentes no musculo liso traqueal e estudos preliminares sugerem

gue estas moléculas protéicas sdo fosforiladas durante a contracdo do

musculo. O uso de marcadores de Ca2+ intracelular sugere que a
sensibilidade do aparato contratil ao Ca2+ ndo é fixa, mas pode ser
modulada por segundos mensageiros. Acredita-se que ainda ndo estdo
elucidados todos 0os mensageiros e mediadores que acoplam a ativacdo dos
receptores residentes no sarcoplasma a geracdo de forca pela maquinaria

contratil no musculo liso das vias aéreas (GERTHOFFER, 1991).

1.10 Justificativa

Em estudos anteriores, o 6leo essencial de A. zerumbet, apresentou
efeitos miorrelaxante e antiespasmédico em mdasculo liso intestinal
(BEZERRA et al., 2000a). Estudos preliminares indicam que o OEAz ¢
capaz de induzir relaxamento do musculo liso traqueal de rato (BEZERRA
et al., 2001). O TERP ¢ eficaz em promover o relaxamento da musculatura
lisd vascular (NASCIMENTO, 1997, 1990) e intestinal (NASCIMENTO,
1998).

As células musculares lisas das paredes de varios 6rgaos sdo vitais
para diversas fungbes do organismo e seu funcionamento anormal
corrobora para o surgimento de diversas patologias (SOMLYO &
SOMLYO, 1994). As contragOes uterinas que favorecem o nascimento das
diversas espéecies de mamiferos, o sibilo e a dificuldade de respiracdo na
asma, o espasmo das artérias coronarianas e as colicas uterinas e intestinais
sdo consequéncias da contracdo de células musculares lisas presentes em
diversos 6rgdos e sistemas do organismo humano e animal.

O musculo liso respiratorio € um tipo de musculo para o qual o
suporte terapéutico atual carece de novos agentes que ampliem as opgoes

para auxiliar no tratamento de doencas que induzem broncoespasmos.
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Toma-se de grande importancia a descoberta de nova(s) substancia(s)
ativa(s), mais seletiva(s) e com menos efeitos colaterais que ampliem as
opcOes terapéuticas desta patologia.

Portanto, sendo o musculo liso respiratério uma estrutura importante
na fisiopatologia das doencas respiratorias e sendo o OEAz detentor de
efeitos miorrelaxante e antiespasmédico em musculo liso intestinal o que
fornece uma potencialidade de uso terapéutico, investigamos os efeitos
farmacoldgicos do OEAz e seus principais constituintes quimico, TERP e

CIN, no musculo liso das vias aéreas de rato.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Caracterizar os efeitos farmacologicos do 6leo essencial de Alpinia
zerumbet (Pers) B. L. Burt et R. M. (OEAz) e de seus principais
constituintes quimicos, 4-terpineol (TERP) e 1,8-cineol (CIN), em musculo

liso respiratério de rato.

2.2 Especificos

Determinar o efeito intrinseco do OEAz e seus principais
constituintes quimicos sobre o ténus basal do musculo liso respiratorio de
rato.

Caracterizar os efeitos do OEAz, TERP e CIN sobre contracdes que
independem de receptores especificos, induzidas por altas concentracdes de
K+

Investigar os efeitos do OEAz, TERP e CIN sobre contracbes
induzidas pelo neurotransmissor colinérgico.

Determinar os efeitos do OEAz, TERP e CIN sobre contractes
induzidas por PGF2a

Pesquisar os efeitos do OEAz, TERP e CIN sobre as contragdes
induzidas por 5-HT.

Investigar o possivel envolvimento do OEAz, TERP e CIN na via
metabolica do 6xido nitrico.

Averiguar a participacdo de metabdlitos do &acido araquidénico no
mecanismo de acdo do OEAz, TERP e CIN.

Averiguar a participacdo de canais de célcio voltagem dependentes

no mecanismo de acdo do OEAz, TERP e CIN.
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Investigar os efeitos do OEAz, TERP e CIN no componente
contrétil do neurotransmissor colinérgico que independe do influxo de Ca2+
extracelular.

Pesquisar os efeitos do OEAz, TERP e CIN sobre contracbes
induzidas pela adicdo de Ca em tecido despolarizado por altas
concentragdes de K+ (K+ 80 mM).

Determinar as CI50 que caracterizam 0 efeito do respectivo 6leo e
constituintes quimicos principais sobre 0 efeito no musculo liso respiratério
de rato.

Elucidar 0 mecanismo de acdo do OEAz, TERP e CIN no musculo

liso respiratorio de rato.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Amostra de Alpinia zerumbet (Pers) B. L. Burtet R. M.

A. zerumbet foi coletada em fevereiro de 2001, no Horto de Plantas
Medicinais, localizado no Campus do Piei da Universidade Federal do
Seara (UFC), Fortaleza-Ce.

A referida espécime foi classificada por A. M. A. Costa, no Herbario
brisco Viana Bezerra, do Departamento de Biologia da Universidade
.ederal do Ceard (UFC), onde encontra-se arquivada a exsicata com N2 de

egistro 27.138.

3.1.2 Oleo essencial de Alpinia zerumbet (Pers) B. L. Burt et

R. M.

O 6leo essencial de A. zerumbet foi extraido das folhas por destilacao
e arraste de vapor d’agua. A extracdo do 0leo foi feita no Laboratorio de
Juimica da Universidade Estadual do Ceara, 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 Solucdes fisiologicas

A solucdo fisiolégica nutridora de Tyrode modificada, onde fora
alterada a concentragdo de K+ de 1,68 mM (TYRODE, 1910) para 5 mM,
foi preparada com agua deionizada contendo a seguinte composicao
guimica em concentracdo milimolar [mM]: NaCl 136; KC1 5; CaCl2 2;
MgCI2 0,98; NaHCU311,9 e glicose 5,5.

A solugdo com alta concentracdo de K+ [60 mM ou 80 mM] foi
obtida pela substituicdo isotdnica do NaCl por quantidade isomolar de KC1,
a fim de ndo alterar a osmolaridade e a forca ibnica da solucdo. A solucdo
com zero calcio [OCa ] foi preparada sem inclusdo de CaCl2 e adicéo de 2
mM de EGTA para quelagdo do calcio residual. Para correcdo do potencial
hidrogénionico (pH) foi(ram) utilizado(s) hidréxido de sédio [1M] e/ou
acido cloridrico [IN],

Os sais utilizados no preparo das solugdes 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 bioldgicos foram: cloridrato de
acetilcolma (ACh), 4&cido etilenoglicol-bis (3-amino-etil-N,N,N’N’-
tetracético) [EGTA], N-nitro-L-argininametil éster (I-NAME), nifedipina
(NIF), indometacina  (IND), prostaglandina F2t (PGF2a), 5-
hidroxitriptamina (5-HT) e cafeina.

Para o preparo das solucdes estoques de ACh, I-NAME, PGF,
EGTA, 5-HT e cafeina utilizamos agua deionizada como solvente. A NIF e
IND foram preparadas em &lcool etilico. A NIF durante o preparo e

manuseio na hora do experimento foi protegida da luz (BAUER et al.,
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1995). As solucdes de OE4z, TERP e CIN foram preparadas no dia do
experimento diretamente em solucdo fisiologica de Tyrode modificada. Foi
utilizado dimetilsulféxido (DMSO) como solvente, levando-se em conta
gue a concentracdo final maxima de DMSO nas preparacfes bioldgicas 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
concentracdes de 3x10'7 a 3x10'4 v/v equivalentes aquelas utilizadas como
solubilizante  destas  substancias. As solugbes estoques foram
acondicionadas em diversas aliquotas e mantidas a 4°C.

As drogas utilizadas foram de pureza analitica, obtidas das
companhias Sigma Chemical (St. Louis, MO, EUA), Mercke (Darmstadt,
Alemanha) e Calbiochem (San Diego, CA, EUA). Com excec¢do da PGF2a,
fabricada por Rhodia-Mérieux Veterinaria Ltda (Paulinia, SP, Brasil) e NIF

pelo laboratério Bayer (Sdo Paulo, SP, Brasil).

3.2 Métodos

3.2.1 Extracéo e analise quimica do 0leo essencial

O oleo essencial de A. zerumbet foi extraido de folhas por destilagédo
com arraste de vapor d’agua, em aparelho tipo Clevenger, segundo
Craveiro et al., 1976.

O processo de extracdo do 6leo 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 agua em ebulicdo e o outro terminal a um condensador de agua
fria. O vapor d’a4gua ao passar através das folhas arrasta substancias

volateis existentes no material formando uma mistura de vapores. Apoés a
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passagem no condensador ocorreu separacdo das fases hidrofdbicas e
hidrofilicas, separadas por decantacdo. Na fase hidrofobica ficou retido o
0leo, enquanto a fase hidrofilica foi denominada hidrolato.

A analise do 6leo 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 6leo foi analisado
usando equipamento Hewlett-Packard 5971 GC/MS, nas seguintes
condic0es:

* Coluna: capilar de DB-5-dimetilpolisiloxane com 30 m de
comprimento e 0,25 mm de didmetro interno.

* (Gas 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 eletrénico
(70 eV).

Os espectros de massa obtidos dos constituintes foram também
comparados com padrdes em biblioteca do computador no aparelho, bem
como por comparacdo visual com espectros de catadlogos e observacdo dos
indices de Kovats (ADAMS, 1995). Os constituintes identificados estédo
listados em ordem de eluicdo de uma coluna ndo-polar na Tabela 1. Esta
andlise foi feita no Parque de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
do Ceara (PADETEC).

A presenca dos dois principais constituintes, 1,8-cineol e 4-terpineol,
foi confirmada através da analise do espectro JH e 13C-NMR desses

compostos comparado com o espectro do Oleo. Os compostos foram
adquiridos da Sigma (St. Louis, MO, EUA). Os espectros de RNM~" e
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RNMRNC foram registrados em um Brucker Avance DRX-500 MHz

instrument, no Centro Nordestino de Aplicagdo e Uso de Ressonéncia
Magnética (CENAUREM). Rotacdo Optica do 6leo: [oc]D 20 (+) 41,7.

3.2.2 Modelo experimental para registro de contracao

isométrica em musculo 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
concussdo cerebral. A traquéia foi removida atraves de incisdo longitudinal
da pele na face ventral do pescoco. As glandulas parétidas e os musculos
hidideo e estemo-cleido-mastoideo foram afastados, a traquéia removida e
transferida para placa de Petri com solucdo fisiologica de Tyrode
modificada. Os tecidos anexos foram desprezados e a mesma seccionada
transversalmente em anéis (1,0 cm de comprimento) e fixados através de
pecas triangulares manufaturadas com fio de aco inoxidavel (Fig. 4). A
preparacdo de traquéia foi montada segundo Castilo & De Beer (1948). Os
anéis foram montados verticalmente em camara de superfusdo para orgao
isolado (capacidade 10 mL), contendo solucdo fisiologica de Tyrode
modificada, aerada continuamente por borbulhamento de ar, mantida a
37°C e pH 7,4. Uma extremidade foi conectada a uma peca triangular e
esta a uma base fixa e a outra extremidade a um transdutor de forga
isométrico (Grass, modelo FT 0.3, Quincy, MA, EUA), conectado a um
pré-amplificador. As respostas mecanicas (contracdo ou relaxamento) do
musculo foram registradas isometricamente, com transdutores de forca
acoplados a pré-amplificadores. Os dados foram gravados por

microcomputador através do programa WINDAQ versdo 1.65 (DATAQ
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Instruments, Inc., EUA) (Fig. 5). Esta técnica foi rigorosamente seguida
para todos o0s ensaios biologicos de contratilidade do mdusculo liso

respiratorio.

3.2.3 Protocolos experimentais

Sob aspectos gerais, todos o0s protocolos experimentais foram
iniciados apds um periodo de 1 hora de estabilizacdo da preparacdo em
camara de superfusdo para 6rgédo isolado contendo solucdo fisioldgica de
Tyrode modificada. Em seguida, a fim de observar a integridade bioldgica
do ensaio (viabilidade do tecido), eram evocadas contragcbes com 60 mM
de K+ e somente tecidos com contracBes padrdes e reproduziveis eram
utilizados. Este procedimento inicial foi seguido em todos protocolos
experimentais de contratilidade do musculo liso respiratério. Todos o0s
protocolos do presente estudo foram realizados, separadamente, em grupos
diferentes de animais. A maioria dos resultados aqui apresentados foi
expresso como percentual da contracdo potassica inicial que era aferida
como controle .

Avaliamos o efeito intrinseco do OEriz, TERP e CIN sobre o tonus
basal do mdusculo liso traqueal, bem como seus efeitos sob contracdes
induzidas por 60 mM de K+, ACh, PGF2a e 5-HT. Investigamos também a
participacdo do NO, metabdlitos do AA bem como do componente contratil
da ACh que independe do Ca2t extracelular e os efeitos do Oleo e seus
principais constituintes na presenca de cafeina sobre contracdes
promovidas pela adicdo de Ca2t em tecido despolarizado com 80 mM de

K+,
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Figura 4- Preparacdo dos anéis de traquéia. 1- Laringe, 2- Traquéia, 3-
Bronquios, 4- Bronquiolos, 5- Anéis de traquéia, 6- Anel de traguéia
montado em hastes de metal.
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Para avaliarmos os efeitos do OEAz, TERP e CIN sobre o ténus
basal do musculo liso respiratorio, utilizamos concentragdes cumulativas
adicionadas diretamente ao banho, incubadas por 5 minutos. Antes do
inicio da primeira aplicagdo das substancias em estudo, registrava-se a
linha de base durante 5 minutos. Alteragbes para cima da linha de base
foram consideradas como contracéo e alteragGes para baixo consideradas
como relaxamento. Para mostrar que as possiveis alteracBes existentes
eram induzidas pelas substancias em estudo, controles pareados sem
exposicdo as referidas drogas foram feitos, a fim de mensurar o
relaxamento espontdneo do tdnus muscular. Seus tracados  foram
registrados no mesmo intervalo de tempo do tecido tratado. A fim de
demonstra a integridade fisioldgica do tecido muscular apos aplicagdo da
altima concentracdo da substancia em estudo, a preparacdo era lavada com
solucéo fisioldgica de Tyrode modificada, por 1 hora, onde avalidvamos a
resposta da preparacdo a 60 mM de K+

A fim de investigar, os efeitos do OEAz e seus principais constituintes
quimicos sobre contracdes induzidas por altas concentracdes de K+, 0
musculo liso respiratorio foi submetido a duas condi¢cdes experimentais
distintas: i) inicialmente OEAz, TERP ou CIN foram previamente
adicionados ao banho por um periodo de 5 minutos e em seguida evocadas
contragdes subsequientes com 60 mM de K+; ii) com a contratura potéssica
estabelecida em estado estacionario (musculo mantido despolarizado por
altas concentracbes de Ki"), os agentes em estudo foram adicionados em
concentragdes crescentes e de modo cumulativo. Em ambos 0s casos, a
remogdo do Oleo ou seus constituintes da preparacdo com solucéo
fisiolégica de Tyrode modificada, por 1 hora, foi suficiente para

recuperacdo do musculo ao estimulo potéssico.
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Para investigar os efeitos do OEAz, TERP e CIN sobre contracdes
induzidas por ACh, PGF2a e 5-HT foram usadas concentragbes dos
referidos agonistas que produziram aproximadamente 80% da méaxima
resposta contratil do muasculo em cada experimento (concentracBes
submaximais). As curvas concentragcdo-efeito para determinar a resposta de
cada agente contraturante foram obtidas pela exposicdo da preparacdo a
concentragdes crescentes adicionadas a solucdo do banho por um periodo
suficiente para visualizacdo do platd de determinado efeito. Apoés
determinacdo da curva concentracdo efeito, obtinhamos duas contracfes
consecutivas de amplitudes semelhantes induzidas pela concentracdo
submaximal do agonista que eram tratadas como controle. A partir dai, foi
verificado o efeito de concentragbes crescentes de OEAz, TERP ou CIN,
incubadas por 5 minutos, na resposta contratil subsequiente para cada
agonista. Em geral, as concentragbes para ACh, PGFXx e 5-HT foram 10
pM, 30 pM e 10 pM respectivamente. Apds remocdo da ultima aplicacédo
da substancia em estudo com solucdo fisiologica de Tyrode, por 1 hora,
testamos a recuperacdo da resposta inicial para os referidos agentes
contraturantes.

Para averiguar os efeitos do OEAz e seus principais constituintes
guimicos no componente contratii da ACh que independe do Ca
extracelular, realizamos experimentos eliminando o Ca2+ extracelular.
Inicialmente, em condi¢des normais de Ca , avaliamos a responsividade da
preparacdo aplicando 60 mM de KC1. Em seguida, obtivemos uma
contragdo induzida por ACh que foi tratada como controle em relacéo a
contracdo deste agonista em meio isento de Ca2+ Apds a preparacao
estabilizar-se na linha de base, aplicamos solucdo de Tyrode zero-célcio

[0Ca2+] contendo 2 mM de EGTA, por 10 minutos, seguido-se de
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aplicacBes subseqlientes e consecutivas de ACh até que a resposta a este
agonista fosse completamente abolida. Nestas condi¢Ges, mensurou-se a
amplitude da contracdo induzida por 60 pM de ACh na presenca e auséncia
de OEAz ou CIN incubados por 5 minutos. A recuperacdo da resposta
contrétil foi realizada apds 1 hora em condicdes fisiologicas de Ca .

Para investigar os efeitos do 0leo e seus principais constituintes sobre
contragbes induzidas por ACh em presenca de nifedipina (NIF),
inicialmente foram evocadas contragdes com 60 mM de K+, a concentragéo
de NIF foi suficiente para bloquear a contracdo evocada por 60 mM de K+
em solugdo contendo 2 mM Ca . Em seguida foram feitas curvas
concentracao-efeito para ACh na auséncia e presenca de nifedipina (1 pM).
Para avaliarmos o efeito do OEAz ou TERP em presenca deste bloqueador
de Ca , incubamos previamente a preparacdo com NIF, por 5 minutos e
em seguida incubadas por 5 minutos, as drogas em estudo. A remocédo do
OEAz ou TERP através de lavagens sucessivas com solugédo fisiologica de
Tyrode modificada e repouso da preparagdo por 1 hora foram suficientes
para recuperacgdo da preparacéo.

Para averiguar os efeitos do OEAz e CIN na presenca de cafeina
sobre contragdes promovidas pela adicdo de Ca em musculo liso traqueal
despolarizado por 80 mM de K+, foi usada uma solugdo despolarizante com
80 mM de KC1 onde ndo fora adicionado CaCl2 (solucdo zero célcio
nonimal) para reverter a contracdo induzida por altas concentracdes de K+
Apo6s 20 minutos de lavagem com esta solugdo, a preparacdo atingiu 0s
niveis de tensdo relativos ao estado de repouso. Em seguida foi aplicada
ACh (60 pM), onde fora registrado completo bloqueio da contragdo
promovida pelo referido agonista. Em seguida foram incubadas cafeina (5

mM) por 3 minutos e a substancia em estudo por 5 minutos, e na sequéncia
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foi feita adicdo de concentracdes crescentes de Ca2+ (0,01 - 30 mM). Apds
remocgdo do 6leo ou seus constituintes, e repouso de 1 hora, foram evocadas
contragdes com 80 mM de K+ e ACh, a fim de investigar a integridade final

da preparacéo.

3.3 Analise estatistica

Os resultados sdo expressos como medias de “n” observagdes + erro
padrdo da média (e.p.m), onde “n” representa 0 namero de observacdes.
S840 considerados estatisticamente significantes o0s resultados que
apresentam probabilidade de ocorréncia da hipotese nula menor ou igual a
5% (p < 0,05). Para comparacdo de dois grupos usamos o teste t pareado ou
ndo pareado. Para comparacdo de dois ou mais grupos experimentais
utilizamos analise de variancia (ANOVA) e testes de multipla comparacédo
que sd@o citados na secdo de resultados e/ou na legenda das figuras. Para
comparagdo de tratamentos foi utilizada ANOVA de duas variancias. As
CI50 foram calculadas por interpolacdo semilogaritmica com limite de 95%
de confianca e sdo expressas como meédia geométrica mais intervalo de
95% de confianca [IC50, 95%], sendo consideradas como a concentracao

efetiva capaz de inibir 50% do efeito maximo.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeitos farmacologicos do 0Oleo essencial de Alpinia
zerumbet (Pers) B. L. Burt et R. M. (OEAz) em musculo

liso traquealis de rato

4.1.1 Efeito intrinseco do OEAz sobre o tonus basal

Inicialmente avaliamos o efeito intrinseco do OEAz sobre o ténus
basal do musculo liso traqueal de rato (Fig. 6, n= 12).

O OEAz (0,1 - 600 pg/mL) alterou significativamente o ténus basal
apenas nas concentragbes de 100 e 200 pg/mL, induzindo contracbes que
correspondem a 9,98 + 6,52 e 8,40 £ 6,77% do controle, respectivamente.
Foi considerada como controle a contragédo inicial induzida por 60 mM de

K+(1,07 £0,12 g, n= 12), (Fig. 6a).

4.1.2 Efeito do OEAz sobre contragbes induzidas por 60 mM
de K+

Aplicacdo de 60 mM de cloreto de potassio (K+ 60 mM) induziu
contracdes reproduziveis com amplitude media de 1,08 + 0,1 1g (n= 8). Na
presenca de OEAz (1 - 300 pg/mL), as contracdes foram inibidas de
maneira dependente de concentracdo com CI50 de 162,56 pg/mL [101,23 -
261,03 pg/mL, n= 8], Na concentracdo de 300 pg/mL houve reducédo para
40,27 = 6,34% do valor controle (Fig. 7). A contragéo inicial induzida por

60 mM de K+ foi considerada como controle (Fig. 7a). O efeito inibitdrio
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Figura 6- Efeito intrinseco do 6leo essencial de Alpinia zerumbet (OEAZ) sobre o tdnus
basal do musculo liso traqueal de rato, a) Tracado digital original ilustrando o efeito
préprio do OEAZ sobre o tonus basal do musculo liso traqueal de rato. Iniciado com uma
contracdo induzida por 60 mM de K+ (e) indica substituicdo da solucdo Tyrode
modificada por solu¢do contendo 60 mM de K+; (V) lavagem com Tyrode modificada e
() adicdo de OEAz nas concentracdes indicadas, b) Grafico mostrando médias + e.p.m
das alteracdes promovidas pelo OEAz. (*) indica diferenca significativa em relacdo ao
controle (contragéo inicial de K+) (p<0,05; teste de Bonferroni).
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FIGURA 7- Efeito do 0leo essencial de Alpinia zerumbet (OEAZz) sobre contracdes
induzidas por 60 mM de K+ em musculo liso traqueal de rato, a) Tracado original
mostrando bloqueio das contragdes potassicas por concentragdes crescentes de OEAz.
(*) indica inicio da incubacdo da preparacdo com OEAz (pg/mL) nas concentraces
indicadas; (#) substituicdo da solucdo Tyrode modificada por solu¢cdo contendo 60 mM
de K+ e OEAz; (V) lavagem com Tyrode modificada, b) Grafico mostrando médias +
e.p.m das contragfes induzidas pelo K+ em presenca de concentracbes crescentes de
OEAz. (*) indica diferenca significativa em relacdo ao controle (contracdo inicial de K+)
(p<0,05; teste de Dunn).
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do OEAz foi reversivel apds a eliminacdo do 06leo do tecido pela lavagem
com solucéo fisiologica de Tyrode.

Desde que utilizamos dimetilsulféxido (DMSO) a 0,1% como
solubilizante do Oleo, controles pareados foram expostos ao DMSO em
concentragdes equivalentes aquelas utilizadas com OEAz, demonstrando
que o referido solubilizante ndo interfere na preparagdo bioldgica (Fig. 7,
n= 9). A fim de corroborar esta informacdo, realizamos experimentos
pareados, OEAz sem e com DMSO, onde concluimos que os efeitos
antiespasmoédicos induzidos pelo OEAz ndo diferem significativamente
entre si (p < 0,05; ANOVA de duas variaveis) (Fig. 8). Os valores de 1C50
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 ndo diferem significantemente quando comparadas entre

si (teste t pareado).

4.1.3 Efeito do OEAz na presenca de L-NAME sobre
contracg0Oes induzidas por 60 mM de K*

Avaliamos a participacdo do oxido nitrico (NO) no efeito inibitorio
do OEL4z sobre contragOes induzidas por 60mM de KC1.

Para este fim, incubamos previamente a preparacdo durante 20
minutos com 1-NAME (500 pM) um antagonista competitivo da NO-
sintetase. A partir dai, foi adicionado ao banho OEAz (10 - 300 pg/mL) e
evocadas contracbes por 60 mM de K+ O L-NAME néo interferiu
significativamente no efeito inibitério do OEAz sobre as contracdes
promovidas por 60 mM de K+ no musculo liso traqueal de rato (p < 0,05,

ANOVA de duas variaveis) (Fig. 9, n= 16). Os valores das CI50 do
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FIGURA 8- Efeito do o6leo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) sem e com
dimetilsulfoxido (DMSO) sobre contrag6es induzidas por 60 mM de K+ em musculo
liso traqueal de rato. Grafico mostrando médias + e.p.m das alteragbes promovidas
pelo OEAz sem e com DMSO; (*) indica diferenca significativa dos pontos da curva
com seus respectivos controles (contratura potassica inicial sem OEAz), (p<0,05; teste
de Bonferroni).
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Figura 9- Efeito do 6leo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) na presenca de L-
NAME (500 pM) sobre contragdes induzidas por 60 mM de K+ em musculo liso
traqueal de rato, a) Tracado original ilustrando o bloqueio das contra¢des potassicas
pelo OEAz na presenca de L-NAME. () indica substituicdo da solucdo Tyrode
modificada por solucdo contendo 60 mM de K+, () adicdo de OEAz (pg/mL) nas
concentrac¢des indicadas e (V) lavagem com Tyrode modificada, b) Grafico mostrando
médias + e.p.m das alteragBes promovidas pelo OEAz na auséncia e presenca de L-
NAME. (*) indica diferencga significativa entre os pontos da curva com seus respectivos
controles (contratura potassica inicial); (p<0,05; teste de Bonferroni); (i) indica diferenca
significativa em relacdo ao controle (p<0,05; teste t pareado).
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OEAz na auséncia e presenca 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 ndo

diferem significativamente entre si (p < 0,05; ANOVA de duas variaveis).

4.1.4 Efeito do OEAz sobre o musculo pré-contraido pela

presenca mantida de 60 mM de K+

Aplicacdo de 60 mM de cloreto de potassio (KC1) em anéis de
traquéia de rato induziu contracdes tonicas equivalentes a 0,70 + 0,08 g. O
OEAz induziu relaxamento quando aplicado na fase tonica da resposta
contrétil induzida por solugdo despolarizante (60 mM de KC1). Na presenca
do OEAz (1 - 600 pg/mL, n= 9), a contratura potassica foi revertida de
modo dependente de concentragdo com CI50 de 78,98 pg/mL [56,74 -
109,93 pg/mL, n= 9], O efeito inibitério do OEAz nas concentracGes de
300 e 600 pg/mL foi 100 £ 0% em relagdo ao valor controle (contracdo
potassica inicial) (Fig. 10). Apds o periodo de 1 hora a ultima exposi¢cdo ao
0leo, obtivemos completa recuperacdo da contratura potéssica e relacdo ao

controle.

4.1.5 Efeito do OEAz na presenca de I-NAME sobre 0
musculo pré-contraido pela presenca mantida de 60
mM de K+

Em outro grupo de animais, investigamos o possivel envolvimento
da via do NO na reversdo da contratura potassica pelo OEAz em traquéia de

rato.
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FIGURA 10- Efeito do 6leo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) sobre o musculo liso
traqueal de rato pré-contraido pela presen¢ga mantida de 60 mM de K+ a) Tragado
original ilustrando o efeito antiespasmddico do OEAz sobre a contragdo mantida por 60
mM de K+ () indica substituicdo da solucdo de Tyrode modificada por Tyrode
contendo 60 mM de K+; () adi¢cdo de OEAz nas concentragdes indicadas e (V) lavagem
com Tyrode modificada, b) Grafico mostrando médias + e.p.m das alteracdes
promovidas pelo OEAz no musculo pré-contraido. (*) indica diferenca significativa dos
pontos da curva do efeito do OEAz em relagdo ao controle (contragdo potassica inicial),
(p<0,05; teste de Bonferroni), (i) indica diferenca significativa em relagdo ao controle
(p<0,05, teste t pareado).
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O efeito espasmolitico do OEAz nédo foi significativamente alterado
pelo pré-tratamento do tecido com 1I-NAME (500 pM). O OEA? (0,1 - 600
pg/mL) na presenca de I-NAME reverteu a contratura potassica (K
60mM), com CI50 de 125,95 pg/mL [68,92 - 230,14 pg/mL]. Na auséncia
desse bloqueador da 6xido nitrico sintetase, o0 OEAz reverteu a contratura
potassica com valor para CI50 de 93,69 pg/mL [42,68 - 205,63 pg/mL]
(Fig. 11, n= 13). Os valores das CI50 ndo foram significativamente
diferentes quando comparados entre si (p < 0,05, teste de Bonferroni).

Os efeito do OEAz, na auséncia e presenca de I-NAME, diferem
significativamente do controle (contracdo inicial de potassio) (p < 0,05,
teste de Bonferroni e teste t pareado), mas ndo diferem quando comparados

entre si (p < 0,05; ANOVA de duas variaveis).

4.1.6 Efeito do OEAz na presenca de cafeina sobre 0 musculo
pré-contraido pela presenca mantida de 80 mM de K+

Foram induzidas contracdes com alta concentracdo de K+ (K+ 80
mM). Com a contratura potassica estabelecida (contracdo toénica), foi
aplicado 1 mM de cafeina, esperados 5 minutos e em seguida adicionadas
de forma cumulativa concentracdes crescentes de OEAz. O OEAz (1 - 1000
pg/mL) na presenca de cafeina reverteu de modo dependente de
concentracdo a contratura potassica com CI50 de 153,92 pg/mL [125,46 -
188,84 pg/mL, n= 9]. As concentragbes 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 antiespasmadicos induzidos

pelo OEAz na auséncia e presenca de cafeina ndo diferem

115



OEAz [pg/mL]

FIGURA 11- Efeito do 6leo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) na presenca de L-
NAME [500 |1IMJ sobre o musculo liso traqueal de rato pré-contraido pela presenca
mantida de 60 mM de K+. a) Tracado original ilustrando o efeito antiespasmdédico do
OEAz na presenca de L-NAME sobre a contratura potéssica tbnica. (#) indica
substituicdo da solugdo Tyrode modificada por Tyrode contendo 60 mM de K+; (*)
adicdo de OEAz nas concentracdes indicadas e (V) lavagem com Tyrode modificada. A
barra horizontal superior indica presenca de L-NAME [500 [1M] no banho, b) Gréfico
mostrando médias + e.p.m das alteragcbes promovidas pelo OEAz no musculo pré-
contraido em presenca de I-NAME. (*) indica diferenca significativa dos pontos da
curva do efeito do OEAz em relagdo ao controle (inicio da contragdo tbnica), (p<0,05;
teste de Bonferroni), (?) e () indicam diferenca significativa em relacdo aos respectivos
controles (p<0,05; teste t pareado).
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FIGURA 12- Efeito do 6leo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) na presen¢a de
cafeina [1 mM] sobre o musculo liso traqueal de rato pré-contraido pela presenca
mantida de 60 mM de K+ a) Tracado original ilustrando o efeito antiespasmaddico do
OEAZz na presenca de cafeina sobre a contragdo potéssica tonica. (#) indica substituicdo
da solucdo Tyrode modificada por Tyrode contendo 60 mM de K+, (¢) adi¢cdo de OEAz
nas concentracdes indicadas e (V) lavagem com Tyrode modificada. A barra horizontal
superior indica presenca de cafeina [L mM] no banho, b) Gréafico mostrando médias +
e.p.m das alteragbes promovidas pelo OEAz no musculo pré-contraido em presenca de
cafeina. (*) indica diferenca significativa dos pontos da curva do efeito do OEAz em
presenca de cafeina em relagdo ao controle (inicio da contragdo tonica), (p<0,05; teste
de Dunn), (t) indica diferenca significativa em relacdo controle ao (p<0,05; teste t
pareado).
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significativamente quando comparados entre si (p < 0,05, ANOVA de
duas variancias) (Fig. 13). Em todos experimentos, a lavagem da
preparacdo com Tyrode modificada, por | hora, foi suficiente para resposta

do masculo ao estimulo despolarizante do potassio (recuperacao).

4.1.7 Efeito do OEAz na presenca de indometacina sobre o
musculo pré-contraido pela presenca mantida de 60
mM de K+

Para avaliarmos a participacdo do possivel envolvimento das
prostaglandinas (PGs) no efeito do OE4z na musculatura lisa de traquéia de
rato, incubamos a preparacédo com 2 pM de indometacina.

O OE/lz (200 pg/mL) na auséncia e presenca desse bloqueador da
cicloxigenase reverteu a contracdo potassica para (8,20 £ 5,32% e -2,68 +
2,5% e) do valor controle, respectivamente. O efeito inibitorio foi revertido
apos sucessivas lavagens da preparacdo com solucéo fisioldgica de Tyrode
(Fig. 14, n= 11). A amplitude do relaxamento evocado pelo OEAz na
auséncia e presenca de indometacina difere significativamente do controle
(p < 0,05: teste de Dunn). A indometacina nédo interferiu significativamente
sobre o efeito relaxante induzido pelo OE/Iz no musculo liso das vias

aéreas de rato (p < 0,139; ANOVA de duas variaveis).
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Figura 13- Efeito do 6leo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) sem e com cafeina
sobre o musculo liso traqueal de rato pré-contraido pela presenca mantida de 60
mM de K+ Gréfico mostrando médias + e.p.m das alteracbes promovidas pelo OEAz
sem e com cafeina; (*) indica diferenca significativa entre os efeitos do OEAz na
auséncia e presenca de cafeina e seus respectivos controles (inicio da contracdo tonica),
(p<0,05; teste de Bonferroni).
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FIGURA 14- Efeito do 6leo essencial de Alpinia zerumbet (OEAZz) [200 pg/mL] na
auséncia e presenca de indometacina [2 pM] sobre o musculo liso traqueal de rato
pré-contraido pela presenga mantida de 60 mM de K+. a) Tragado original ilustrando
o efeito do OEAz [200 pg/mL] sobre a contragdo potéssica tbnica em presenca de
indometacina. (#) indica substituicho da solugdo Tyrode modificada por Tyrode
contendo 60 mM de K+; a barra superior indica presen¢a de indometacina no banho e
(V) lavagem com Tyrode modificada, b) Grafico mostrando médias + e.p.m das
alteracbes promovidas pelo OEAz no musculo pré-contraido em presenca de
indometacina. (*) indica diferenca significativa em relagdo ao controle (inicio da
respectiva contragdo ténica), (p<0,05; teste de Bonferroni).
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4.1.8 Efeitos comparativos do OEAz e epinefrina sobre o
musculo pré-contraido pela presenca mantida de 60

mM de K
Desde que a estimulacdo dos receptores adrenérgicos do musculo
liso traquealis pode ser uma possivel causa do relaxamento traqueal
induzido pelo OEAz, investigamos a resposta antiespasmodica do referido
0leo sobreposta ao efeito da epinefrina. Preparagbes mantidas contraidas
por 60 mM de K+, obtiveram um relaxamento de 18,11 +3,61%, 42,94 +
2,92% e 46,53 + 5,99% através da adicdo cumulativa de 1; 10 e 100 pM de
epinefrina, respectivamente. A adicdo de 600 pg/mL de OEAz induziu
relaxamento de 82,2 + 4,13% (Fig. 15, n= 6). A amplitude do relaxamento
evocado pelas concentragfes de 10 e 100 pM de epinefrina e 600 pg/mL de
OEAz difere significativamente do controle (p < 0,05, teste de Dunn), e 0
relaxamento induzido pelo OEAz foi significativo quando comparado com
o efeito antiespasmaodico classico da epinefrina no masculo liso respiratério

(p < 0,05; ANOVA de duas variancias).

4.1.9 Efeito do OEAZz na presenca de cafeina sobre contracdes
promovidas pela adicdo de Ca2+ em musculo liso
traquealis despolarizado por 80 mM de K+ (0Ca2+
nominal)

Para realizacdo deste protocolo, foi usada solucdo despolarizante
com 80 mM de K+, onde ndo fora adicionado CaCh (solucdo zero Ca2+

nominal), para reverter contracdes iniciais evocadas por K+ 80 mM. Apds

20 minutos de lavagem com solucdo zero Ca2+, a preparagdo atingiu os
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Figura 15- Efeito do O6leo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) [600 gg/mL]
sobreposto ao relaxamento induzido pela epinefrina em musculo liso traqueal de
rato pré-contraido pela presenca mantida de 60 mM de K+ a) Tracado original
ilustrando o efeito do OEAz sobre contracdo potassica tonica relaxada pela epinefrina.
(o) Indica aplicacdo de epinefrina nas concentracfes indicadas; (#) substituicdo da
solucdo Tyrode modificada por Tyrode contendo 60 mM de K+, (V) lavagem com
Tyrode modificada, b) Grafico mostrando médias + e.p.m das alteracbes promovidas
pelo OEAz no musculo pré-contraido em presenca de epinefrina. (*) indica diferenca
significativa em relacdo ao controle (inicio da respectiva contragcdo tonica), (p<0,05;
teste de Bonferroni).
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niveis de tensdo relativos ao estado de repouso. Em seguida foram
aplicados 5 mM de cafeina, esperados 5 minutos e aplicados 60 pM de
ACh para ratificar a inexisténcia de Ca2+ intracelular. Apos o bloqueio da
contracdo induzida pelo neurotransmissor colinérgico, foram adicionados
cafeina e OEAz (1000 pg/mL) e subsequente concentracdes crescentes de
Ca2+ (0,01 - 10 mM). A adicdo de Ca2+ na referida condi¢cdo experimental
induz aumento de tensdo promovido pelo influxo do ion através dos canais
de Ca2+ voltagem dependentes (BOLTON, 1979).

O OEAZz (1000 pg/mL), na presenca de cafeina, inibiu as contracfes
evocadas pelo Ca (0,01 mM - 10 mM), desviando a direita a curva
concentracdo-efeito para adicdo de concentragbes crescentes de Ca (Fig.
16). Apds remocdo do OEAz e lavagens com solucdo fisioldgica de Tyrode,
em periodo de 1 hora, as contracdes de K+ 80 mM representaram 69,18 +
1,23% da amplitude do inicio do ensaio, indicando recuperacdo da

preparacao.

4.1.10 Efeito do OEAz sobre contracgfes induzidas pelo
neurotransmissor colinérgico

O OEAz (10 - 600 pg/mL) inibiu a contracdo submaximal de
acetilcolina [ACh] (= 70 a 80% da amplitude da contragdo maxima) em
traquéia de rato (Fig. 17, n=7).

O OEAz em concentracdes de 200, 300 e 600 pg/mL bloqueou de
forma reversivel contracdes 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 inibicdo da curva submaximal de ACh pelo OEAz

nas concentracdoes de 300 e 600 pg/mL foi de 43,21 + 9,17% e 90,70 +
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Figura 16- Efeito do 6leo essencial de Alpinia zerumbet (OEAZz) [1000 pg/mL] na
presenca de cafeina [5 Mm] sobre contrac¢des induzidas pela adigdo de Ca2t na

solucdo do banho em musculo liso traqueal de rato despolarizado por 80 mM de
K+. a e b) Tragados originais ilustrando a curva de Ca2+ na presenca de cafeina, (b) na

presenca de OEAz; () indica adicdo de OEAz [1000 Jig/mL] a preparacdo; (e)
substituicdo da solucdo Tyrode modificada por solucdo contendo 80 mM de K+; (V)
lavagem com solugdo Tyrode (80 mM de K+ isenta de Caz2+); a barra superior indica

presenca de cafeina; (\) adicdo de Ca nas concentragdes indicadas e (V), lavagem
com Tyrode modificada, c) Grafico mostrando médias + e.p.m do efeito do OEAz no
musculo despolarizado sobre contra¢des induzidas pela adicdo de Ca2+ (*) indica

diferenca significativa em relagéo ao controle (p<0,05; teste de Dunn).
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Figura 17- Efeito do 6leo essencial de Alpinia zerumbet (OEAZz) sobre a contracédo
submaximal de acetilcolina (ACh) em mdusculo liso traqueal de rato, a) Tracado
original ilustrando o efeito do OEAz, em concentracdes crescentes, na amplitude das
respostas contrateis da traquéia em resposta a ACh [10 pMJ. (A) indica adi¢do de ACh;
() adicdo de OEAz (pg/mL) nas concentracOes indicadas e (V) lavagem com Tyrode
modificada, b) Grafico mostrando médias + e.p.m das alterag6es promovidas pelo OEAz
nas contra¢oes induzidas por ACh. (*) indica diferenga significativa dos pontos da curva
em relacéo ao controle (resposta inicial) (p<0,05; teste de Dunn).
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1,94% respectivamente quando comparada com o controle (contracdo
inicial induzida pela ACh). A amplitude desse bloqueio difere
significativamente do controle (p < 0,05, teste de Dunn). O efeito sobre a
inibicdo da curva de ACh foi revertido ap6s lavagens da preparacdo com
solucdo Tyrode modificada. O percentual de recuperacdo foi de 76,72 *

11,05%, nas referidas condicdes experimentais.

4.1.11 Efeito do OEAz sobre a contracdo submaximal de

acetilcolina (ACh) na presenca de nifedipina

Desde que o calcio participa do mecanismo contratil induzido por
diversos agonistas, avaliamos o possivel envolvimento desse ion no
mecanismo de acdo do OEAz. Em um dos protocolos utilizamos nifedipina,
um classico bloqueador dos canais de Ca2+ dependentes de voltagem, e em
outro, solucdo Tyrode zero Ca2t [0Caz2+], As figuras 18 e 19 mostram o
efeito do OEAz no componente da contracdo colinérgica que independe do
influxo de Ca extracelular.

Investigamos o efeito do OEAz no componente da contracdo
induzida por ACh que ndo é bloqueado pela nifedipina. 10 pM de
nifedipina foram eficazes em abolir a contracdo induzida por 60 mM de K+
Bloqueadores de canais de calcio inibem a contracdo induzida por altas
concentracdes de K+, onde ¢ significante a participacdo dos canais de calcio
dependentes de voltagem. Entretanto, o componente tonico da contracédo
promovida por ACh é insensivel a este efeito pela maior influéncia dos
canais operados por receptores (BOLTON, 1979). Pré-exposicdo da
preparacdo por 5 minutos, a uma dada concentracdo de OEAz (10 - 600

pg/mL), reduziu de maneira dependente de concentracdo, a contragao
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submaximal subsequiente induzida por ACh (3 pM) na presenca 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 concentragbes de 300 e 600 pg/mL
foram significantes quando comparados com 0 controle (p < 0,05, teste de

Bonferroni).

4.1.12 Efeito do OEAz sobre contragbes induzidas por
acetilcolina (ACh) na presenca de solucdo zero Ca2+

Aplicacdo de solucdo isenta de Ca (sem adicéo de CaCl2 + 0,2 mM

de EGTA), aboliu a resposta contratil induzida pelo KC1 (60 mM)
indicando a total eliminagdo de Ca extracelular (Fig. 19a). Nestas
condicBes experimentais, 0 OEAz (600 pg/mL) reduziu significantemente a
amplitude da contracdo 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 contracdo foi revertido apds 60 min. de lavagem da

preparacdo com solucédo de Tyrode [OCa ].

4.1.13 Efeito do OEAz sobre contragbes induzidas por
prostaglandina F2a (PGF2a)
O efeito do OEAz sobre contracbes submaximais induzidas por
PGF2a esta ilustrado na figura 20.
O OEAz (1 - 600 pg/mL), incubado por 5 minutos, reduziu a
contracdo submaximal subseqliente 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 6leo essencial de Alpinia zerumbet (OEAZz) sobre a contracédo
submaximal de acetilcolina (ACh) na presenca de 10 pM de nifedipina (nif) em
musculo liso traqueal de rato, a) Tracado original ilustrando o efeito do OEAz sobre a
amplitude da resposta contratil da ACh [10 pM] na presenca de nif. () indica
substituicdo da solucdo Tyrode modificada por Tyrode contendo 60 mM de K+; (A)
adicdo de ACh; a barra superior indica presenca de OEAz nas concentragfes indicadas e
(V) lavagem com Tyrode modificada, b) Grafico mostrando meédias + e.p.m das
alteracdes promovidas pelo OEAz nas contragfes induzidas por ACh em presenca de nif.
(*) indica diferenca significativa dos pontos da curva do efeito do OEAz em relacédo a
amplitude da resposta inicial da ACh em presenca de nif. (p<0,05; teste de Bonferroni).
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(n=16)

FIGURA 19- Efeito do 6leo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) [600 pg/mL] sobre
contragdes induzidas por 60 pM de acetilcolina (ACh) em solucéo isenta de Ca2+ em
musculo liso traqueal de rato, a) Tragado original ilustrando o efeito do OEAz sobre a
contracdo induzida por ACh [60 pM] na auséncia de Ca2+. (A) indica adi¢cdo de ACh;
(V) lavagem com Tyrode modificada e (¥) lavagem com Tyrode zero Ca2+. b) Gréfico
mostrando médias + e.p.m das alteracbes promovidas pelo OEAz nas contragdes
induzidas por ACh. (*) indica diferenca significativa do efeito do OEAz em relacdo a
amplitude da resposta inicial (ACh 60 pM em 0Ca2+) (p<0,05; teste de Bonferroni).
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OEAz, nas concentracdes 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 musculo pré-contraido pela
presenga mantida de prostaglandina F2« (PGF2(x)

Adicdo cumulativa de OEAz (200 - 1000 pg/mL), na fase tbnica da
resposta contratil induzida por PGFXx (30 pM), promoveu relaxamento
dependente de concentragdo com CI50 de 296,04 pg/mL [243,61 - 359,83
pg/mL, n= 8]. Nas concentraces de 600 e 1000 pg/mL, o relaxamento
evocado pelo OEAz, foi de 8392 + 7,34% e 96,22 *= 5,63%,
respectivamente e diferem significativamente do controle (inicio da

contragdo tonica) (p < 0,05, teste de Dunn). (Fig. 21).

4.1.15 Efeito do OEAz sobre contracdes induzidas por 5-
hidroxitriptamina (5-HT)

Foi feita a curva dose resposta para 5-HT em musculo liso traquealis
de rato para determinacdo da concentracdo submaximal (= 70 a 80% da
amplitude da contracdo méaxima). Aplicacdo de 5-HT (10 pM) nesta
preparacdo induziu contracfes tonicas equivalentes a 0,974 = 0,184 g (n=
9). Na presenca de OEAz (300 - 1000 pg/mL), as contragcdes foram
blogueadas dependentemente de concentracdo (Fig. 22). Nas concentracdes
de 600 e 1000 pg/mL 0 bloqueio das contracdes foi 69,58 + 7,70% e 94,47

+ 553% em relagio ao controle, respectivamente e diferem
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FIGURA 20- Efeito do 6leo essencial de Alpinia zerumbet (OEAZz) sobre contrages
induzidas por prostaglandina IA*. (PGF2«) em musculo liso traqueal de rato, a)
Tragado original ilustrando o efeito do OEAz sobre as contra¢des induzidas por PGF2,
[30 |1M]. (<) indica adicé@o de PGF2«; (V) lavagem com Tyrode modificada; () adi¢do de
OEAz (pg/mL), nas concentracBes indicadas, b) Grafico mostrando médias + e.p.m das
alteracbes promovidas pelo OEAz nas contracBes induzidas por PGF2a. (*) indica
diferenca significativa dos pontos da curva do efeito do OEAz em relacdo a amplitude da
resposta inicial (PGF2a) (p<0,05; teste de Dunn).
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FIGURA 21- Efeito do 6leo essencial de Alpinia zerumbet (OEAZz) sobre o musculo liso
traqueal de rato pré-contraido pela presenca mantida de 30 pM de prostaglandina
F2a (PGF2a). a) Tracado original ilustrando o eleito do OEAz sobre o musculo pré-
contraido por PGF2k. (A indica adicdo de PGF2a; (V) lavagem com Tyrode modificada; a
barra superior indica presenca de OEAz nas concentracOes indicadas e (¢) adicdo de
OEAz. b) Gréafico mostrando médias + e.p.m das alteragbes promovidas pelo OEAz na
contracdo induzida por PGF2a. (*) indica diferenca significativa dos pontos da curva do
efeito do OEAz em relacdo a amplitude da resposta inicial (inicio da contracdo mantida)
(p<0,05; teste de Dunnet).
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FIGURA 22- Efeito do dleo essencial de Alpinia zerumbet (OEAz) sobre contracges
induzidas por 10 pM de 5-hidroxitriptamina (5-HT) em musculo liso traqueal de
rato, a) Tracado original ilustrando o efeito do OEAz sobre contragfes induzidas por
5-HT. (m) indica adicdo de 5-HT; (V) lavagem com Tyrode modificada; () adi¢do de
OEAz (pg/mL) nas concentracBes indicadas, b) Grafico mostrando médias + e.p.m das
alteracbes promovidas pelo OEAz nas contragdes induzidas por 5-HT. (*) indica
diferenca significativa do efeito do OEAz em relacdo a 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
inibitério foi reversivel apos eliminacdo do Oleo da preparacdo pela

lavagem com solucéo fisiologica de Tyrode modificada.

4.1.16 Efeito do OEXz sobre o musculo pré-contraido pela
presenca mantida de 5-hidroxitriptamina (5-HT)

Aplicacdo de 5-HT (10 pM) em anéis de traquéia de rato induziu
contra¢des tonicas equivalentes a 0,637 = 0,088 g (n= 8). O OEriz (600
pg/mL) induziu relaxamento quando aplicado na fase tbnica da resposta
contratil induzida por este autacoide. O efeito inibitério do OEriz (600
pg/mL) foi 6857 + 4,08% em relacdo ao valor controle e foi
significativamente diferente do controle (inicio da contracdo tonica) (p <
0,05, teste de Dunn). Apoés o periodo de 1 hora, a contracdo induzida por 5-

HT foi recuperada em 67,36 + 4,90% (Fig. 23).

4.2 Efeitos farmacologicos do 4-terpineol (TERP) em

musculo liso traquealis de rato

4.2.1 Efeito intrinseco do TERP sobre o tonus basal

Inicialmente avaliamos o efeito proprio do TERP sobre o ténus basal
do musculo liso traquealis de rato.

Para averiguar o efeito intrinseco do TERP sobre o ténus basal do
musculo liso traqueal foram adicionadas concentragfes crescentes de forma
cumulativa de TERP (0,1 - 1000 pg/mL). O referido composto ndo induziu
alterac@es significativas no tonus basal do musculo liso traqueal de rato nas

referidas condigbes experimentais (Fig. 24, n= 8).
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Figura 23- Efeito do 6leo essencial de Alpinia zerumbet (OEAZz) sobre o musculo liso
traqueal de rato pré-contraido pela presenca mantida de 10 |IM de 5-
hidroxitriptamina (5-HT). a) Tragcado original ilustrando o efeito do OEAz sobre o
musculo pré-contraido por 5-HT. (m) indica adicdo de 5-HT; (V) lavagem com Tyrode
modificada;a barra superior indica presenca de OEAz. b) Gréfico mostrando média +
e.p.m da alteragdo promovida pelo OEAz na contra¢do induzida por 5-HT. (*) indica
diferenca significativa do efeito do OEAz em relacdo a amplitude da resposta inicial
(inicio da contracgéo tonica) (p<0,05; teste de Dunn).
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FIGURA 24- Efeito intrinseco do 4-terpineol (TERP) sobre o ténus basal do musculo
liso traqueal de rato. Grafico mostrando médias + e.p.m das alteracdes promovidas
pelo TERP.
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4.2.2 Efeito do TERP sobre contragdes induzidas por 60 mM de
K+
Prévia exposi¢cdo da preparacdo a concentracdes crescentes de TERP
(1 - 100 pg/mL), por 5 minutos, reduziu a contracdo subsequente induzida
por K+ (60 mM), com Cl5 de 24,90 pg/mL [17,07 - 36,32 pg/mL, n= 8], A
concentracdo de 100 pg/mL reduziu em 100% a contragdo potassica
guando comparada com o controle (Fig. 25). O efeito inibitério do TERP
sobre a contracdo induzida por KC1 foi significativamente diferente do

controle (p < 0,05; teste de Dunn).

4.2.3 Efeito do TERP sobre o musculo pré-contraido pela
presenca mantida de 60 mM de K

Aplicacdo de 60 mM de cloreto de potassio (KC1) em anéis de

traquéia de rato induziu contrac6es tbnicas equivalentes a 0,81 +0,13 g. O

TERP induziu relaxamento quando aplicado na fase tonica da resposta
contrétil induzida por solucdo despolarizante (60 mM de KC1).

O efeito do TERP sobre preparagbes pré-contraidas por KC1 esta

representado na figura 26. A adicdo cumulativa de TERP (1 - 600 pg/mL)

induziu relaxamento do ténus da preparacdo de traqueéia, pré-contraida 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 concentracdo e significativamente diferente do

controle (p < 0,05; teste de Dunn).
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Figura 25- Efeito do 4-terpineol (TERP) sobre contragfes induzidas por 60 mM de K+
em musculo liso traqueal de rato, a) Tracado original ilustrando o bloqueio das
contracbes potéssicas pelo TERP. (e) indica inicio da incubacdo da preparacdo com
TERP (Jig/mL) nas concentracbes indicadas; (#) substituicdo da solugcdo Tyrode
modificada por solugdo contendo 60 mM de K+ e TERP; (V) lavagem com Tyrode
modificada, b) Grafico mostrando médias + e.p.m das contragfes induzidas por K+ em
presenca de concentracOes crescentes de TERP. (*) indica diferenca significativa em
relagdo ao controle (contracdo potassica inicial) (p<0,05; teste de Dunn).
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Figura 26- Efeito do 4-terpineol (TERP) sobre o musculo liso traqueal de rato pré-
contraido pela presenca mantida de 60 mM de K+ Gréfico mostrando médias + e.p.m
do efeito do TERP em preparacdes pré-contraidas por 60 mM de K+; (*) indica diferenca

significativa entre o efeito do TERP e a situacdo controle (contracdo ténica de 60 mM
de K+) (p<0,05; teste de Dunn).
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4.2.4 Efeito do TERP na presenca de 1-NAME sobre o musculo
pré-contraido pela presenca mantida de 60 mM de K+

A fim de investigar a participacdo do Oxido nitrico (NO) sobre a
reversdo da contratura potassica (K+ 60 mM) pelo TERP, incubamos a
preparacdo com I-NAME (500 pM), por 20 minutos. Este bloqueador da
sintese de NO ndo alterou significativamente o relaxamento induzido pelo
TERP do tonus 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. N&o existiu diferenca significativa entre 0 efeito desse
constituinte do OEXz em auséncia e presenca de 1I-NAME (p < 0,05;

ANOVA de duas variancias) (Fig. 27).

4.2.5 Efeitos comparativos do TERP e epinefrina sobre 0
musculo pré-contraido pela presenca mantida de 60

mM de K+
A fim de compararmos 0 efeito relaxante do TERP com o efeito
classico do neurotransmissor adrenérgico, investigamos a resposta desse
constituinte do OE4z, sobreposta ao efeito antiespasmodico classico da
epinefrina. A adicdo 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 preparacdo em presenca deste mediador, a
adicdo 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 presenca de L-NAME [500 pM] sobre o
musculo liso traqueal de rato pré-contraido pela presenga mantida de 60 mM de
K+ Gréafico mostrando médias + e.p.m do efeito do TERP sobre a reversdo da contratura
potassica na auséncia e presenca de L-NAME.
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Figura 28- Efeito do 4-terpineol (TERP) sobreposto ao relaxamento induzido por
epinefrina em musculo liso traqueal de rato pré-contraido pela presenca mantida
de 60 mM de K+ Grafico mostrando médias + e.p.m dos efeitos promovidos pela

epinefrina e TERP no musculo pré-contraido por 60 mM de K+ (*) indica diferenca
significativa em relacdo ao controle (inicio da contracdo tonica) (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 antiespasmoédico classico do referido
neurotransmissor adrenérgico no musculo liso das vias aéreas (p < 0,05;

ANOVA de duas variaveis).

4.2.6 Efeito do TERP sobre contragbes induzidas pelo
neurotransmissor colinérgico

Pré-exposicdo da preparacdo por 5 minutos, a concentracdes
crescentes de TERP (1 - 600 pg/mL) reduziu a resposta contratil induzida
pela submaximal de ACh (= 70% da méxima), com CI5 342,88 pg/mL
[245,75 - 478,30 pg/mL, n= 6], A magnitude de inibicdo da curva
submaximal de ACh pelo TERP nas concentragbes de 400; 500 e 600
pg/mL foi de 46,70 + 3,36%, 64,17 + 3,01% e 1000 + 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 inibicdo da curva de ACh foi revertido apos lavagem da preparacéo
com solucdo fisioldgica de Tyrode. O percentual de recuperacdo foi 93,79

+ 8,33% nas referidas condigOes experimentais.

4.2.7 Efeito do TERP sobre a contragcdo submaximal de

acetilcolina (ACh) na presenca de nifedipina

As figuras 31 e 32 ilustram o efeito do TERP no componente

contratii da ACh que ndo depende do influxo de Ca2+ extracelular
(BOURREAU, 1991).

A pré-exposicdo da preparacdo por 5 minutos, a uma dada
concentracdo de TERP (1 - 600 pg/mL), reduziu a contragcdo submaximal

subsequente (= 70% de saturagdo) induzida por ACh (3 pM) na presenca de

143



7 min

4-terpineol [pg/mL]
0 e i1 R U Sy
107 10-6 10-5 10-4
DMSO (v/v)

FIGURA 29- Efeito do 4-terpineol (TERP) sobre a contragdo submaximal de
acetilcolina (ACh) [10 pM] em musculo liso traqueal de rato, a) Tracado original
ilustrando o efeito inibitério de concentragdes crescentes de TERP sobre a contracdo
submaximal de ACh; (&) indica adicdo de ACh; (¢) adicdo de TERP (pg/mL) nas
concentrac¢des indicadas e (V) lavagem com Tyrode modificada, b) Grafico mostrando
médias + e.p.m das alterag6es promovidas pelo TERP nas contra¢gbes de ACh. (*) indica
diferenca significativa do efeito do TERP em relacdo ao controle (resposta a 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 contragdes induzidas por

acetilcolina (ACh) na presenca de solugéo zero ca

O TERP (600 pg/mL, n= 6) reduziu significantemente a amplitude

da contracdo induzida por ACh (60 pM) em solucdo 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 inibicdo da contracdo induzida

por 60 pM ACh em Tyrode OCa foi revertido ap6s 60 min. de lavagem da
preparacdo com solucgdo [OCaw]. O percentual de recuperacdo foi de

103,60 £8,41% nas referidas condicfes experimentais.

4.29 Efeito do TERP sobre contracdes induzidas por
prostaglandina F2a (PGF2«)

O TERP (100 - 1000 pg/mL), incubado por 5 minutos, reduziu a
contracdo submaximal subsequente induzida por PGF2a, com CI50 de
129,64 pg/mL [114,40 - 146,90 pg/mL, n= 13). O bloqueio induzido pelo
TERP, nas concentracdes de 600 e 1000 pg/mL foi -7,01 + 6,58% e -13,54
+ 6,84% em relacdo 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 contracdo submaximal de
acetilcolina (ACh) [10 pMJ na presenca de nifedipina [10 pM] em musculo liso
traqueal de rato. Grafico mostrando médias - e.p.m das alteracdes promovidas pelo
TERP na presenca de nifedipina. (*) indica diferenca significativa dos pontos da curva
em relacdo ao controle (resposta a ACh na presenca de nifedipina) (p<0,05; teste de
Dunn).
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Figura 31- Efeito do 4-terpineol (TERP) [600 jig/mL] sobre contrag6es induzidas por
60 pM de acetilcolina (ACh) na auséncia de Ca2+ em musculo liso traqueal de rato.

Gréfico mostrando médias + e.p.m das alteragdes promovidas pelo TERP na contracdo
induzida pela ACh em solugdo isenta de Ca2+; (*) indica diferenca significativa em

relacdo ao controle (ACh em solugdo 0Ca?+) (p<0,05; teste de Dunn).
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FIGURA 32- Efeito do 4-terpineol (TERP) sobre o musculo liso traqueal de rato pré-
contraido pela presenca mantida de prostaglandina F2a (PGF2«). Grafico mostrando
médias + e.p.m das alteracBes promovidas pelo TERP em preparagdes pré-contraidas
por PGF2»=; (*) indica diferenca significativa dos pontos da curva do efeito do TERP em

relacdo a amplitude da resposta inicial (inicio da contracdo tonica) (p<0,05; teste de
Flnnré
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4.2.10 Efeito do TERP sobre o musculo pré-contraido pela
presenca mantida de 5-hidroxitriptamina (5-HT)
Aplicacdo de 10 pM de 5-HT evocou contracdes reproduziveis em
musculo liso traqueal de rato, com amplitude média de 0,583 = 0,120 g (n=
8). Quando TERP (600 pg/mL) foi aplicado na fase tOnica da resposta
contratil, induziu relaxamento de 87,86 + 599% e este efeito foi
significativamente diferente do controle (p < 0,05; este de Dunn). O efeito
contraturante da 5-HT foi recuperado apo6s eliminacdo do TERP da
preparacdo pela lavagem com solucdo fisiologica de Tyrode normal e

repouso de 1 hora (Fig. 33).

4.3 Efeitos farmacoldgicos do 1,8-cineol (CIN) em musculo

liso traquealis de rato

4.3.1 Efeito intrinseco do CIN sobre o tdnus basal

Para averiguar o efeito intrinseco do CIN sobre o ténus basal do
musculo liso traqueal de rato foram adicionadas concentracdes crescentes
de forma cumulativa de CIN (1 - 1000 pg/mL). O CIN alterou
significativamente o ténus basal apenas na concentracdo de 600 pg/mL,
aumentando-o para valor de forca que correspondeu a 5,06 + 2,20% (n= 8)
da contragdo induzida por 60 mM de K+ (1,11 + 0,15 g, n=8) (p < 0,05;
teste de Dunn) (Fig. 34). Apo6s remocdo do CIN da preparacdo por
sucessivas lavagens com solucéo fisioldgica de Tyrode modificada, o tdnus

basal foi recuperado.
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Figura 33- Efeito do 4-terpineol (TERP) sobre o musculo liso traqueal de rato pré-
contraido pela presenca mantida de 10 pM de 5-hidroxitriptamina (5-HT). Gréfico
mostrando médias + e.p.m das alteracdes promovidas pelo TERP [600 pg/mL] sobre as
contragOes induzidas por 5-HT. (*) indica diferenca significativa do efeito do TERP em
relacdo a amplitude da resposta inicial (inicio da contragcdo ténica) (p<0,05; teste de
Dunn).
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Figura 34- Efeito intrinseco do 1,8-cineol (CIN) sobre o ténus basal do musculo liso
traqueal de rato. Grafico mostrando médias + e.p.m das alteracdes promovidas pelo
CIN no tonus basal. (*) indica diferenca significativa do grupo experimental em relagcéo
ao controle (contracgdo inicial de potéssio) (p<0,05; teste de Bonferroni).
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4.3.2 Efeito do CIN sobre contragdes induzidas por 60 mM de
K+

O CIN apresentou efeito inibitério dependente de concentracdo sobre
contragdes induzidas por alta concentracdo de K+ (60 mM). O CIN (1 -
1000 pg/mL) previamente adicionado a preparacdo por 5 minutos, preveniu
as contragcbes subsequentes induzidas por 60 mM K+ com CI50 de 361,39
pg/mL [244,39 - 534,44 pg/mL, n= 6]. Na concentracdo de 1000 pg/mL
houve reducdo estatisticamente significativa de 96,21 + 2,49% em relacdo

ao valor controle (p < 0,05; teste de Dunn) (Fig. 35).

4.3.3 Efeito do CIN sobre 0 musculo pre-contraido pela
presenca mantida de 60 mM de K

Aplicacdo de 60 mM de cloreto de potassio (KC1) em anéis de
traquéia de rato induziu contracGes tonicas equivalentes a 0,98 + 0,03 g. O
CIN induziu relaxamento quando aplicado na fase tonica da resposta
contrétil induzida por solugdo despolarizante (60 mM de KC1). Apds atingir
0 estado estaciondrio (contracdo tdnico), foram administradas
concentracoes crescentes de CIN (1 - 1000 pg/mL). O CIN foi capaz de
relaxar 0 musculo pré-contraido com CI50 de 264,61 pg/mL [200,22 -
349,70 pg/mL, n= 9], As concentragbes 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 contracdes induzidas por 60 mM de K+ em
musculo liso traqueal de rato, a) Tragado original ilustrando bloqueio das contra¢des
potéssicas pelo CIN; (e) indica inicio da incubacdo da preparacdo com CIN (pg/mL),
nas concentragdes indicadas; () substituicdo da solucdo Tyrode modificada por solugdo
contendo 60 mM de K+ e CIN; (V) lavagem com Tyrode modificada, b) Gréafico
mostrando médias + e.p.m das alteracBes promovidas por concentragdes crescentes de
CIN sobre a contracdo potéssica. (*) indica diferenca significativa em relacdo ao
controle (contracdo inicial de potassio) (p<0,05; teste de Dunn); (?) indica diferenca
significativa em ralacdo ao controle (teste t pareado).
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Figura 36- Efeito do 1,8-cineol (CIN) sobre o musculo liso traqueal de rato pré-
contraido pela presenca mantida de 60 mM de K+ Gréafico mostrando médias + e.p.m
do efeito do CIN em preparagdes pré-contraidas por 60 mM de K+; (*) indica diferenca
significativa entre o efeito do CIN e a situacdo controle (contracdo ténica de 60 mM de
K+) (p<0,05; teste de Dunn).
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4.3.4 Efeito do CIN na presenca de cafeina sobre o muasculo pré-
contraido pela presenca mantida de 80 mM de K+

Foram induzidas contracdes com alta concentracdo de K+ (K+ 80
nM). Com a contratura potassica estabelecida (contracdo ténica), foi
iplicado 1 mM de cafeina, esperados 5 minutos, e em seguida adicionadas
ie forma cumulativa, concentragbes crescentes de CIN. O CIN (1 - 1000
ig/mL) na presenca de cafeina reverteu de moda dependente de
concentragdo a contratura potassica com CI50 de 158,67 pg/mL [141,70 -
177,66 pg/mL, n= 9]. As concentracbes de 200, 300, 600 e 1000 pg/mL
induziram relaxamento na ordem de 63,94 + 7,06; 79,28 + 5,43; 93,35 *

502 e 9459 =+ 3,87%, respectivamente (valores significativamente
diferentes do controle, p < 0,05; teste de Dunn) (Fig. 37). Os efeitos
antiespasmadicos induzido pelo CIN na auséncia e presenca de cafeina
diferem significantemente quando comparados entre se (p < 0,05, teste de
Bonferroni) (Fig. 38). Em todos experimentos, a lavagem da preparacao
com Tyrode modificada, por 1 hora, foi suficiente para resposta do muasculo

ao estimulo despolarizante do potassio (recuperacao).

4.3.5 Efeitos comparativos do CIN e epinefrina sobre 0
musculo pré-contraido pela presenca mantida de 60
mM de K+

Desde que o CIN foi eficaz em inibir e reverter contrag6es induzidas
por alta concentracdo de K+, comparamos este efeito com a acgéo
antiespasmodica da epinefrina no musculo liso respiratorio que é mediado
ia estimulacdo de receptores adrenérgicos. Desta forma investigamos a
resposta do CIN sobreposta ao efeito antiespasmédico classico da

epinefrina. Em preparacdes, mantidas contraidas (fase ténica) por 60 mM
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Figura 37- Efeito do 1,8-cineol (CIN) na presencga de cafeina [L mM] sobre o musculo
liso traqueal de rato pré-contraido pela presenca mantida de 60 mM de K+. Gréfico
mostrando médias + e.p.m das alteracdes promovidas pelo CIN no musculo pré-
contraido por 60 mM de K+ em presenca de cafeina. (*) indica diferenca significativa
dos pontos da curva do efeito do CIN em presenca de cafeina em relacdo ao controle
(inicio da contracdo tdnica) (p<0,05; teste de Dunn), (t) indica diferenca significativa do
controle (teste t pareado).
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Figura 38- Efeito do 1,8-cineol (CIN) em auséncia e presenca de cafeina sobre o
musculo liso traqueal de rato pré-contraido pela presenca mantida de 60 mM de
K+. Gréafico mostrando médias + e.p.m das altera¢es induzidas pelo CIN no musculo
pré-contraido por 60 mM de K+ na auséncia e presenca de cafeina. (*) indica diferenca
significativa do efeito do CIN na presenca de cafeina em relacdo ao controle (contracao
tbnica) (p<0,05; teste de Dunn), (i) indica diferenca significativa em relacdo 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 adicdo subsequente de 600 pg/mL de CIN
iduziu relaxamento de 96,24 + 1,93% (Fig. 39). A amplitude do
daxamento evocado pelas concentragées de 10 e 100 pM de epinefrina e
00 pg/mL de CIN difere significativamente do controle (p < 0,05; teste de
yjunn). O relaxamento induzido pelo CIN foi significativo quando
omparado com efeito antiespasmaodico classico da epinefrina no muasculo

so respiratério (p < 0,05; ANOVA de duas variaveis).

4.3.6 Efeito do CIN na presenca de cafeina sobre contrages
promovidas pela adi¢cdo de ca’ em musculo liso
traqueal despolarizado por 80 mM de K+ (OCa2
nominal)

Para realizacdo deste protocolo, foi usada solucdo despolarizante
om 80 mM de K+, onde ndo fora adicionado CaCl2 (solucdo zero Ca2+
tominal), para reverter contracdes iniciais evocadas por K+ 80 mM. Apds
:0 minutos de lavagem com solucdo zero Ca2+, a preparacdo atingiu o0s
dveis de tensdo relativos ao estado de repouso. Em seguida foram
iplicados 5 mM de cafeina, esperados 5 minutos e aplicados 60 pM de
VCh para ratificar a inexisténcia de Ca extracelular. Apos bloqueio da

jontracdo induzida pelo neurotransmissor colinérgico, foram adicionados
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FIGURA 39- Efeito do 1,8-cineol (CIN) [600 pg/mL] sobreposto ao relaxamento
induzido pela epinefrina em musculo liso traqueal de rato pré-contraido pela
presenca mantida de 60 mM de K+. Grafico mostrando médias + e.p.m das alteracdes
promovidas pelo CIN no musculo pré-contraido por 60 mM de K+ em presenca de
epinefrina. (*) indica diferenca significativa em relacdo ao controle (inicio da contragdo

tbnica) (p<0,05; teste de Dunn).
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afeina e CIN (1000 pg/mL) e subsequiente concentragdes crescentes de

7a2+ (0,01 - 30 mM). A adicdo de Ca2+ na referida condicdo experimental
nduz aumento de tensdo promovido pelo influxo do ion através dos canais
ie Ca2+ voltagem dependentes (BOLTON, 1979).

O CIN (1000 pg/mL), na presenca de cafeina, potencializou as
contracbes mediadas por 1, 3 e 10 mM de Ca2+, desviando a esquerda a
curva concentracdo-efeito com diferenca significativa do controle (p<0,05;
ANOVA de duas variaveis, teste de Student-Newman-Keuls) para adi¢éo
de concentracdes crescentes de Ca2+ (Fig. 40). Apo6s remocdo do CIN e
lavagens com solucdo fisiologica de Tyrode, em periodo de 1 hora, as
contragbes de K+ 80 mM representaram 87,16 = 5,91% da amplitude do

inicio do ensaio, indicando recuperacdo da preparacao.

4.3.7 Efeito do CIN sobre contragbes induzidas pelo
neurotransmissor colinérgico

Foram usadas concentragbes crescentes de acetilcolina (0,1 pM - 30

pM), a partir dai, foi escolhida a concentragcdo que induziu cerca de 70 a
80% da méaxima resposta muscular (concentracdo submaximal). Em
seguida foi verificado o efeito de concentracdes crescentes de CIN (0,1 -
1000 pg/mL) na subsequiente concentracdo submaximal de ACh. O CIN
(30, 60, 100, 200, 300, 400, 500 e 600 pg/mL), adicionados a solugdo do
banho, durante 5 minutos prévios ao agonista promoveu potencializacdo da
contracdo induzida por ACh (Fig. 41). A magnitude da potencializacdo da
curva de ACh pelo CIN nas concentracbes 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 potencializacdo 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 presenca de cafeina [5 Mm] sobre
contragdes induzidas pela adi¢cdo de Ca2+ na solugdo do banho em musculo liso traqueal

de rato despolarizado por 80 mM de K+. a e b) Tragados originais ilustrando a curva de Ca2t
na presenca de cafeina (a) controle e b) presenca de CIN); (#) indica substituicdo da solugdo
Tyrode modificada por solugdo contendo 80 mM de K+; (v) lavagem com solucdo Tyrode (80
mM de K+ isenta de Ca?+); (¢) adicdo de CIN a preparacdo; (V) adicdo de Ca2+ nas
concentracdes indicadas e (V) lavagem com Tyrode modificada; as barras superior e inferior
indicam presenca de cafeina e CaCh, respectivamente, ¢) Grafico mostrando médias + e.p.m do
efeito do CIN sobre a curva de Ca2* no muasculo despolarizado. As curvas diferem

significativamente entre si (p<0,05; ANOVA de duas variaveis).
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Figura 41- Efeito do 1,8-cineol (CIN) sobre a contracdo submaximal de acetilcolina
(ACh) [10 |1M] em mausculo liso traqueal de rato, a) Tracado original ilustrando o
efeito inibitério de concentracdes crescentes de CIN sobre a contragdo submaximal de
ACh; (A) indica adicdo de ACh; (s) adicdo de CIN (pg/mL), nas concentracbes
indicadas e (V) lavagem com Tyrode modificada, b) Grafico mostrando médias + e.p.m
das alteragbes promovidas pelo CIN nas contragbes de ACh. (*) indica diferenca
significativa do efeito do CIN em relacédo ao controle (resposta a ACh) (p<0,05; teste de
Dunn), (t) indica diferenca significativa do controle (teste t pareado).
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oi revertido apds lavagens da preparacdo com solucdo fisiologica de
Tyrode. O percentual de recuperacdo foi de 87,50 £ 5,76, nas referidas

condigdes experimentais.

4.3.8 Efeito do CIN sobre o musculo pré-contraido pela

presenca mantida de prostaglandina F2a (PGF2tx)

Para investigar o efeito do CIN sobre contracdes induzidas por
PGF2a em mdasculo liso respiratério, previamente determinamos a curva
concentracdo efeito para este eicosandide. A partir dai, escolhemos a
concentracdo que correspondeu a 70 - 80% da méaxima resposta muscular
em cada ensaio (concentracdo submaximal). Adicdo cumulativa (100 -
1000 pg/mL) na fase tdnica da resposta contratil induzida por de PGF2a (30
pM) induziu potencializagdo na concentracdo de 100 pg/mL e relaxamento
nas concentragoes de (300 - 1000 pg/mL) com CI50 de 479,13 pg/mL
[320,92 - 715,48 pg/mL, n= 8) (Fig. 42). Nas concentracdes 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 significativamente do valor controle (p <

0,05; teste de Bonferroni).

4.3.9 Efeito do CIN sobre o musculo pré-contraido pela
presenca mantida de 5- hidroxitriptamina (5-HT)

Aplicacdo de 5-HT (10 pM) em mausculo liso traqueal de rato induziu

contragOes tonicas equivalentes a 0,609 = 0,09 g (n= 8). Na presenca de

CIN (600 e 1000 pg/mL) as contragbes foram potencializadas atingindo

120,99 + 4,09 e 102,91 + 15,25% do valor controle respectivamente (Fig.

43). O efeito do CIN foi reversivel apo6s eliminacdo da droga do tecido pela
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Figura 42- Efeito do 1,8-cineol (CIN) sobre o mdusculo liso traqueal de rato pré-
contraido pela presenga mantida de prostaglandina F2a (PGF?U). Grafico mostrando
médias - e.p.m das alteragbes promovidas por CIN nas contra¢des induzidas por PGF2«.
(*) indica diferenca significativa dos pontos da curva do efeito do CIN em relagdo a
amplitude da resposta inicial (inicio da contracao ténica) (p<0,@5; teste de Bonferroni).
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Controle (100 %)

Figura 43- Efeito do 1,8-cineol (CIN) sobre o musculo pré-contraido pela presenca
mantida de 10 pM de 5-hidroxitriptamina (5-HT) em musculo liso traqueal de rato.
Gréfico mostrando médias + e.p.m das alteragbes promovidas por CIN nas contragdes
induzidas por 5-HT. (i) indica diferenca significativa do efeito do CIN em relacdo a
amplitude da resposta inicial (inicio da contracdo mantida) (p<0,05; teste t pareado).
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igem com solucéo fisiologica de Tyrode e recuperou o estimulo inicial

5-HT em 86,54 + 7,61%.
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5 DISCUSSAO

5.1 Consideracdes gerais

Este estudo demonstra que o Oleo essencial de Alpinia zerumbet
(Pers) B. L. Burt. et R. M. (OEAZ) apresenta efeito antiespasmodico. Este
efeito apresentou uma dependéncia de concentracdo entre 100 e 1000
pg/mL de OEAz e uma grande eficécia, tanto para o bloqueio do efeito de
agentes contraturantes que atuam principalmente pelo acoplamento
eletromecéanico, como pelo acoplamento farmacomecanico. O OEAz, induz
como efeito proprio contragbes de pequena amplitude que ndo se
contrapdem ao seu efeito antiespasmddico, como discutiremos a seguir.
Estes dados, bem como a caracterizagdo dos efeitos e o estudo do
mecanismo de acdo dos constituintes principais do OEAz, 1,8-cineol (CIN)
e 4-terpineol (TERP), sdo originais e enriqguecem de maneira relevante a
literatura cientifica relacionada a efeitos farmacoldgicos de 0leos
essenciais. Tomados conjuntamente com o fato do OEAz possuir
relativamente baixa toxicidade DL > 2,5 g/Kg (PINHO, 2002), o estudo
sugere que esse Oleo essencial apresenta grande potencialidade de

utilizacéo terapéutica.

5.2 Efeitos sobre o tonus basal
O oleo essencial de A. zerumbet, apesar de induzir contragdo como
efeito préoprio (nas concentracBes de 100 e 200 pg/mL), apresenta atividade
antiespasmodica (bloqueia a contracdo induzida por outro agente) mesmo
na faixa de concentracdo em que induz contracdo. Observa-se que este
efeito préprio contratil pode ser considerado de pequena amplitude, vez que

sua maior amplitude meédia (a concentracdo de 100 pg/mL) ndo ultrapassou
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15 % da contracdo induzida por 60 mM de K+, que é uma concentracdo
submaximal deste ion para acdo contraturante. A inducdo de contracdo
como efeito préprio ndo é contraditoria com o efeito antiespasmodico pois
estd documentada para outras substancias como a cafeina. Como no caso
do OEAz, o efeito préprio da cafeina, qgue no musculo traquealis tem efeito
antiespasmodico, é uma contracdo de pequena amplitude. O estudo
demonstra também que os efeitos do OEAz, em relacdo aos de seus
constituintes principais, CIN e TERP, apresenta semelhancas e diferencgas
gue mostram que a atividade farmacoldégica do OEAz ¢é apenas
parcialmente explicavel pelos efeitos desses constituintes principais. Este
fato ocorre em relagdo ao tonus basal. Enquanto o TERP ndo apresentou
nenhuma atividade contraturante como efeito proprio, o CIN o fez.
Contudo, a amplitude média da contragcdo induzida pelo CIN ndo atingiu os
valores esperados a partir da hipotese de que esta substadncia seja a
responsavel 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 concentracdes entre 30 e 100 pg/mL ele
induzisse contracBes de amplitude média méxima maior do que aquelas
apresentadas pelo 6leo essencial per se. Os achados ndo ratificam esta
hipotese. Apenas a concentracdo de 600 pg/mL o CIN induziu contracdo
cuja amplitude nédo diferiu daquela promovida pelo OEAz, o que induz
aventar a hipdtese de que outro(s) constituinte(s) participar(em) na inducéo
do efeito contraturante do OEAz. Neste trabalho ndo se procurou elucidar o
mecanismo de acdo do efeito préprio contraturante do 6leo e do cineol.

O OEAz, em musculo traqueal, apesar de promover efeito depressor
sobre a contracdo de varios agonistas e relaxar o toénus por eles

artificialmente aumentado, ndo induziu efeito proprio significativo
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lepressor do ténus basal. Dado que o OEAz entre 100 e 600 pg/mL,

uoqueou as contracdes induzidas por PGF2a, essa auséncia de relaxamento
do tbnus basal pelo OEAz poderia parecer de certa forma surpreendente,
pois o tonus basal no musculo traquealis tem geralmente o tdnus
aumentado devido a constante producdo e liberacdo de prostaglandinas.
Esta auséncia de relaxamento do ténus basal, contudo, é provavelmente
explicavel pelo fato do OEAz também induzir nessa mesma faixa de
concentracdo, efeito proprio contraturante que se op8e e prevalece sobre o

efeito relaxante.

5.3 Estudos relacionados

O OEAz apresentou significantes efeitos miorrelaxante e
antiespasmodico no masculo liso intestinal de rato e cobaio (BEZERRA
1994; BEZERRA & FONTELES, 1994; BEZERRA et al., 2000a, b). O
TERP possui atividades relaxante e espasmolitica sobre a musculatura lisa
intestinal e efeito hipotensor que é cerca de 100 vezes mais potente em
ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Este efeito ndo aparece
depender de reflexo autondmico e é sugerido decorrer principalmente dos
efeitos cronotrépico e inotrépico negativos desta substancia 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 hipotensdo em ratos com hipertensdo mantida
pelo tratamento com acetato de deoxicorticosterona-sal, provavelmente por
efeitos relaxantes sobre o musculo liso vascular (LAHLOU et al., 2002a).

Outros Oleos essenciais de plantas aromaticas comuns no Nordeste
do Brasil apresentam atividades farmacoldgicas em varias preparacdes

biologicas relacionadas a tecidos excitaveis de mamiferos. O 6leo essencial
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de Croton zehntneri {OECz} possui propriedades farmacolégicas sobre

musculos esqueléticos (ALBUQUERQUE et al., 1995) e lisos (COELHO-
DE-SOUZA et al., 1998). O OECz é predominantemente miorrelaxante e
antiespasmoédico, com relativa especificidade para ileo e traguéia, sendo
mais potente em relaxar o musculo liso respiratério (COELHO-DE-
SOUZA, 1997). O 6leo essencial de Croton nepetaefolius é detentor de
acdo miorrelaxante e antiespasmoddica sobre os musculos lisos intestinal
(MAGALHAES, 1997 MAGALHAES et al., 1998), respiratorio
(MAGALHAES, 2002) e sobre o musculo liso vascular (LAHLOU et al.,
2000). O oleo essencial de Mentha x villosa apresentou efeitos em células
musculares esqueléticas (FOGACA et al., 1997) e efeitos miorrelaxante e
antiespasmodico em musculo liso intestinal (SOUSA et al., 1997; SOUSA,
1999) e é eficaz em reduzir a pressédo arterial (LAHLOU et al., 2001).

5.4 Mecanismo de acdo do 6leo essencial de Alpinia zerumbet

O OEAz bloqueia, com igual poténcia, contragbes induzidas por
ACh, PGF2a e 5-HT, bem como contracdes induzidas pela despolarizacdo
com altas concentragbes de K+ (60 mM), pois as CI50 para esses efeitos ndo
apresentaram diferencgas significativas. Isto sugere que ou 0 OEAz bloqueia
a contracdo por mecanismo inespecifico em relacdo a receptores para
neurotransmissores e autacéides, em uma etapa comum ao mecanismo de
sinalizacdo da contracdo de todos esses agentes ou que o OEAz atua através
de varios mecanismos. E provavel que esta ultima hipGtese esteja correta,
devido a diferenca nos mecanismos de acdo dos constituintes principais,
TERP e CIN, como discutiremos a seguir, que provavelmente fornecerdo
diferentes contribui¢cBes ao mecanismo de acdo do 6leo. O OEAz também

relaxou 0 tbnus artificialmente aumentado pela presenca dos agonistas
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ACh, PGF2t e 5-HT e de solucdo despolarizante [K+ (60 mM)] com 1C50

gue ndo diferiram, o que corrobora a hip6tese de inespecificidade de
atuacdo em relacdo a receptores farmacolégicos de membrana
sarcoplasmatica.

O OH4z relaxa o musculo contraido e mantido despolarizado com
alta concentracdo de K+ (60 mM), situacdo em que os potenciais de acdo
nervosos estdo inibidos (HILLE, 1984). Altas concentragbes de Kt
despolarizam a membrana citoplasmatica e inativam o0s canais de Nat
responsaveis pelo potencial de acdo nervoso (GRAFE et al.,, 1980),
bloqueando qualquer participagdo neuronal que envolva a transmissao
sindptica e a liberacdo de neurotransmissores. Entdo, é razoavel sugerir-se
0 ndo envolvimento do sistema nervoso no referido efeito antiespasmadico
do OE/4z, ou seja, esse efeito independe de mediacdo neuronal e, muito
provavelmente, € miogénico.

O relaxamento de preparacdes pré-contraidas por 60 mM de K+,
permite outras conclusGes. Em presenca de 60 mM de K+, é improvavel que
um efeito relaxante se deva a repolarizacdo da membrana sarcoplasmatica
para valores de potencial transmembrana (Em) proximos ao potencial de
repouso. Isso porque com 60 mM de K+ no meio extracelular o potencial de
reversao do K+ (EQ é aproximadamente -20 mV e, devido a retificagdo
retardada, a condutdncia da membrana ao K+ € alta, sendo este ion o
principal responsavel pelo Em, que se situa em aproximadamente -20 mV
(GRAFE et al. 1980). Entdo, o0 OEAz, ndo relaxa o musculo liso traquealis
através da abertura de canais de K+ da membrana visto que nas condicdes
em que o musculo mantém-se despolarizado, o Ek aproxima-se muito e se
mantém junto do Em. Nesta situacdo, um abridor de canais de K+ ndo

induziria relaxamento (QUAST, 1993). Quando um agente relaxa

171



contragOes induzidas por 20 e 30 mM de K+, este fato sugere que o agente
possui efeito antiespasmaodico agindo como ativador de canais de K+, mas
se 0 relaxamento envolve musculo pré-contraido por altas concentracfes
de [K+t]e, igual ou superior a 60 mM, podemos sugerir que este efeito
antiespasmaodico é independente do Em e da ativacdo de canais de Kt
(KNOT et al., 1996). Por estas razdes é pouco provavel que o relaxamento
do musculo traqueal, induzido pelo OE/fr, se deva a ativacdo de canais de
K+, promovendo repolarizacdo da membrana celular.

Nossos dados mostram que o OEXz é mais eficaz do que a epinefrina
(EPIN) para relaxar preparacdes de traquéia pré-contraidas por 60 mM de
K+ (Fig.15). O relaxamento maximo induzido por 100 pM de epinefrina
nao ultrapassou 53% do valor de estado estaciondrio da contracéo
potassica. Com a preparacdo mantida em presenca dessa concentragédo
maximal e dessensibilizante (100 pM) de epinefrina, o0 OE4z induziu
relaxamento adicional de 29%, tendo a reducéo total da contracdo atingido
82%. Assim, é pouco provavel que o relaxamento induzido pelo 6leo seja
mediado por liberacdo de catecolaminas ou por estimulacdo de receptores
adrenérgicos. A transmissdo sinaptica no aparelho respiratério 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 interferéncia de alguns sistemas importantes da
fisiologia celular, foi investigado o efeito do OE4z em traquéia, na
presenca dos bloqueadores da sintese de 6xido nitrico e de derivados do
acido araquidbénico (prostaglandinas e leucotrienos), L-NAME e
indometatacina, respectivamente. O OE4z blogpgja jgyprte a contratura

potassica (K+ 60 mM). Este feito antiespasmodico ndo foi alterado pelo
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mtagonista competitivo da NO sintetase, 1-NAME e pela indometacina.
Em nenhum dos casos houve alteracdo significativa na amplitude do efeito
relaxante. Isto sugere ndo haver participacdo dos principais mediadores
destes sistemas no relaxamento do musculo liso traqueal pelo referido oleo.
Magalhdes, 1997 demonstrou que o efeito inibitorio do OECh sobre o
musculo liso intestinal ndo foi influenciado por substancias que interferem
na sintese de prostaglandinas e 6xido nitrico.

OEAz, na presenca de cafeina, relaxa a contracdo ténica estabelecida
por 80 mM de K.+, O referido 6leo poderia agir sobre uma agdo primaria no

reticulo sarcoplasmético (RS), alterando por sua vez a [Ca2+]i.Vérias drogas
que interferem no armazenamento de Ca2t pelo RS, também promovem
alteracbes na [Ca ]i e, subsequentemente, na tensdo de varios tipos de
musculos lisos (WEISSBERG et al., 1989; SEIDLER et al., 1989; SHIMA
& BLAUSTEIN, 1992). Celulas de musculo liso apresentam oscilagtes

espontaneas da [Ca2+]i. Drogas como a cafeina e o 8-(N,N-dietilamino)

octil 3,4,5-trimetoxibenzoato bloqueiam completamente essas oscilagdes na
[Ca2t]i, por depletarem Ca2+ do RS (WEISSBERG et al., 1989). No

musculo intestinal, a rianodina se liga com alta afinidade ao receptor RYR-
3 e modula a sensibilidade do canal de liberacdo de Ca2+ induzida por Ca2+
do RS e, em concentra¢des de = 100 pM, clampeia o canal no estado aberto
e depleta Ca2+ do RS (LATTANZIO et al., 1987; KUEMMERLE, 1994). O
acido ciclopiazonico bloqueia a enzima Ca2+/ATPase do RS, bloqueando o
transporte de Ca2+ para referida organela (SEIDLER et al., 1989). Em
tecido bronquial de suinos e bovinos, o relaxamento evocado pelo

isoproterenol foi significantemente reduzido pelo acido ciclopiazdnico, um
inibidor da bomba de Ca2+ do RS (JANSSEN et al., 2003). Nos ensaios

deste estudo, a presenca de cafeina ndo alterou o relaxamento induzido pelo
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OEXz no musculo despolarizado por 80 mM de K+, mantendo a poténcia e
a eficacia desse efeito. A cafeina apesar de possuir varias acdes em
musculos, como bloqueio de fosfodiesterases e alteracdo da sensibilidade
das proteinas contrateis ao Cam, uma de suas principais acdes é no receptor
da rianodina, modulando a liberagdo de Ca?+ induzida por Ca2+ do RS
(WEBER & HERTZ, 1968). O fato da cafeina ndo alterar os parametros
dos efeitos relaxantes do OEriz, sobre a contratura potassica mostram que
ndo ha uma interacdo de efeitos em que a presenca de um desses dois
agentes pudesse amplificar ou inibir o efeito do outro. Estd documentado
que o OECz e constituintes principais, anetol e estragol, induzem liberagéo
de Ca do RS em mdusculo esquelético que é blogueada por procaina
(ALBUQUERQUE et al., 1984; 1995). Oscilacdes contrateis, induzidas
pelos referidos Oleos e constituintes em musculo liso intestinal, foram
bloqueadas por cafeina, sugerindo envolvimento desta organela celular
(COELHO-DE-SOUZA, 1997).

O OEriz (1000 pg/mL), na presenca de 5 mM de cafeina, inibiu
contracbes promovidas pela adicdo de Ca2+ em preparacdo de musculo liso
traqueal despolarizado com 80 mM de K+ (O Ca2t nominal). Nessa
concentracdo, a cafeina inibe totalmente o acoplamento farmacomecanico
(para ACh e 5-HT) preservando ainda, em grande proporgdo, o
acoplamento eletromecénico. O OEriz, inibiu completamente a resposta
contratil ao Ca2+ e o aumento da concentracdo extracelular do referido ion,
nesmo para 10 mM, néo foi capaz de reverter este bloqueio totalmente. A
adicdo de Ca2+ neste ensaio produz aumento de tensdo através do influxo
leste ion pelos canais de Ca2+ voltagem-dependentes (BOLTON, 1979a).

Para esse efeito contraturante do ion Ca2+, o principal mecanismo de acdo €

3 influxo de Ca através dos canais de Ca dependentes de voltagem,
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abertos pela despolarizagdo da membrana sarcoplasmatica. A
despolarizacdo induzida pelo K+ também pode promover, como
mecanismos secundarios: i) liberacdo de Ca2+ dos estoques intracelulares
através de canais idnicos no RS permeaveis ao Ca , que sdo ativados pelo
proprio Ca2+ (liberacdo de Ca2+ induzida por Ca2+) que contribui para o
aumento da [Ca2t]i (SOMLYO & SOMLYO, 1994); ii) aumento dos niveis
intracelulares de IP3 (KHAC et al., 1992) e iii) alteracdo da sensibilidade
das proteinas contrateis ao Ca2t (YANAGISAWA & OKADA, 1994;
AUSINA et al., 1996). Além desse mecanismo (eletromecanico) indutor de
contracdo pela ativacdo de canal de ions Ca voltagem-dependente, outros
mecanismos (farmacomecanicos) dependem fundamentalmente dos canais
ibnicos da membrana do RS ativados pelo IP3, a partir da atuacdo de
neurotransmissores ou autacoides, como ACh e histamina, e de outros
farmacos, como cafeina, rianodina ou por ADP-ribose ciclica
'SITSAPESAN et al.,, 1994; SOMLYO & SOMLYO, 1994; SOMLYO et
il., 1999). A recarga do RS envolve primariamente a Ca2t/ATPase do RS.
Tem sido sugerida a existéncia de outra via de recarga desta organela no
nasculo liso respiratorio (BOURREAU et al.,, 1991, 1993; JANSSEN &
SIMS, 1993a, b; QIAN & BOURREAU, 1999). Assim, 0 blogueio do
tcoplamento eletromecanico pelo OE4z, a partir de uma condicdo em que o
icoplamento farmacomecanico ja estava totalmente bloqueado (presenca de
"' mM de cafeina), mostra que 0 OEAz pode bloquear o primeiro tipo de
coplamento por mecanismo que independe do segundo tipo
farmacomecéanico). Aqui, é oportuno mencionar que, para garantia de que

Ca fora depletado do RS, pela cafeina (5 mM) e que 0 acoplamento

irmacomecamco estava blogueado, antes do inicio da reposicdo do Ca

plicamos 60 pM de ACh a solucdo despolarizante do banho, onde
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obtivemos pleno bloqueio da contracdo induzida pelo neurotransmissor
colinérgico. O bloqueio do acoplamento eletromecénico nas circunstancias
do protocolo relativo a reposicdo de Ca , em presenca de cafeina e altas
[K+]e (Fig. 16) portanto, sugere que o OB4z pode bloquear a contragcdo por
outra via além do blogueio do mecanismo do IP3. Como o OE4z também
bloqueou o acoplamento farmacomecéanico em circunstancias em que
apenas este acoplamento estava mantido (bloqueio da contracdo induzida
pela ACh em solugbes com EGTA e sem adicdo de Ca2+), como sera
discutido adiante, pode-se concluir que o bloqueio por ele promovido ao
acoplamento farmacomecénico independe do eletromecéanico. Tomados em
conjunto, estes fatos entdo sugerem que ou o OE4z possui alguns
constituintes que bloqueiam 0 acoplamento farmacomecanico e outros que
bloqueiam 0 eletromecanico, ou ele bloqueia a contracdo em uma etapa da
cascata do mecanismo da contragcdo em etapa distai a ambos o0s
acoplamentos, blogueando-os simultaneamente.

O OE4z blogueia com igual poténcia contracbes induzidas por Kt,
ACh, PGF2a e 5-HT, com CI50 semelhantes, sugerindo mecanismos de agdo
comuns. As contracfes induzidas por agonistas no musculo liso das vias
aéreas sdo similar em muitos aspectos a contracdo dos musculos lisos
vascular e intestinal. Primeiro, a excitacdo-contracdo € precedida pela
despolarizacdo da membrana, mediada principalmente pela ativacdo de
correntes de CF e de céations ndo seletivos, bem como supressdo das
correntes de K+ Estudos de “patch clamp” documentam que as correntes de
Ca dependentes de voltagem sdo as principais e suficientes para
promoverem contragdo (JANSSEN & SIMS, 1992, 1993a, b, 1994;
JANSSEN, 1996). Segundo, mecanismos independentes de voltagem sao

primariamente responsaveis pela contracdo do musculo liso das vias aéreas.
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O mais conhecido envolve a liberagdo 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 liberacdo de Ca2+ estocado no RS que por sua
vez promove a contracdo do musculo liso (SOMLYO et al., 1999). O efeito
antiespasmodico do OEAz promovido pelo bloqueio total da contracdo dos
agonistas ACh, PGF2a e 5-HT ndo é explicavel por agbes deflagradas na
membrana sarcoplasmatica por atuacdo em receptores especificos. Assim,
os achados expostos sugerem que 0 OEAz esteja agindo através de
mecanismos intracelulares que podem envolver desde o processo de
transducdo de sinais apds a ativacdo do receptor até os eventos mecanico-
contrateis propriamente ditos, incluindo modulacdo da [Ca2+]i, reducdo da
sensibilidade das proteinas contrateis ao Ca2+ e/ou alteracdes da atividade
de quinases e fosfatases.

Baseados nestes fatos, foi investigado o efeito do OEAz sobre as
contracbes de ACh que independem do influxo de Ca2+ extracelular e
sobre contragdes que ocorrem na presenca de nifedipina. A contragdo
induzida pela ACh no mausculo liso traqueal é decorrente do aumento da
concentracdo de Ca intracelular através da liberacdo de estoques
intracelulares e aumento do influxo a partir do meio externo (BOURREAU
et al., 1991). Quando a concentracdo de Ca2+ é baixa no meio extracelular,
(solucdo OCa + EGTA), a resposta contratil evocada pela aplicacdo de
ACh ¢é dependente da liberagdo de ion de estoques intracelulares
(BOLTON, 1979a; BOURREAU et al., 1991). A ACh na presenca de
bloqueadores de canais de Ca2t como metoxiverapamil (D600) e
nifedipina, em concentragOes capazes de abolir as contracdes promovidas

por 60 mM de K+, é capaz de induzir contracbes de amplitudes reduzidas.



O OE4z reduziu significativamente as contracbes remanescentes de ACh
na presenca de NIF. O dleo impede que o musculo traquealis alcance os
mesmos niveis de forca e consequente encurtamento da fibra muscular,
alcancados por este agonista na auséncia do referido 6leo. O bloqueio, pelo

OEAz, do componente da contracdo induzida pela ACh resistente a NIF e
independente do Ca?+ extracelular, sugere que o bloqueio dos canais de
Ca2+ da membrana sarcoplasmatica € uma hipGtese improvavel para
explicar plenamente o efeito antiespasmédico do OE4z, 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 Oleo
na presenca de NIF, que na concentracdo usada neste protocolo, promoveu
bloqueio total das contragGes induzidas por 60 mM de K+ Assim, pode-se
afirmar que neste ensaio (Fig. 18a) trabalhou-se em condicdes de total
bloqueio dos canais de Ca?+ dependentes de voltagem da membrana
citoplasmatica. Portanto, sugerimos que o OEriz bloqueia o componente da
contracdo induzida pelo neurotransmissor colinérgico que supostamente
independe do influxo de Ca do meio extracelular através dos canais
dependentes de voltagem.

O OEAz também bloqueou o remanescente da contracdo induzida por
ACh em solucéo isenta de Ca2+ (solucdo sem adicdo de CaCh + EGTA).
Nesta solucdo a concentracdo de Ca2+ é reduzida para valores na ordem de
10° a 10° M, invertendo o gradiente de potencial eletroquimico para este
fon, que em presenca de condicdes ideais de permeabilidade ao CaAI
promoveria um influxo passivo deste ion, independente do tipo de
transporte. O bloqueio de contragdes induzidas por agentes como ACh ou

éster de forbol, em meio isento de Ca2+ e com agente quelante deste ion

(EGTA) sugere uma interferéncia com mecanismos intracelulares da

contracdo como armazenamento de Ca2+ por organelas citoplasmaticas,
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modulacdo de proteinas contrateis e sensibilidade destas proteinas ao Ca
(REMBOLD, 1996). Esta investigagdo em solucdo zero Caz2+ ratifica as
conclusdes obtidas do ensaio usando o remanescente da contracdo induzida
por ACh em presenca de nifedipina, sugerindo a hipdtese de uma acgédo
intracelular para o OEXz, no musculo liso traquealis de rato. Este efeito
estd em consonancia com os resultados obtidos em musculo liso intestinal,
onde os autores sugerem que os efeitos miorrelaxante e antiespasmaédico do
OE4z em ileo 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 eletromecanico), sugerem, como postulado
anteriormente, que, ou 0 OEAz possui um unico mecanismo de bloqueio da
contragdo em etapa da cascata do acoplamento excitagdo-contracdo e
contracdo propriamente dita, que esteja além da liberacdo de Ca2+ pelo IP3 e
influxo de Ca a partir do meio extra celular, ou multiplos mecanismos de
bloqueios, entre os quais estaria 0 mecanismo do IP3. Na segunda hipotese,
ela pode advir de varios constituintes possuirem diferentes mecanismos de
acdo. Em suma, € admissivel aventar a hipdtese que 0 6leo essencial de A.
zerumbet atue em sitios da cadeia de eventos intracelulares que promovem
a contracdo. Admitindo-se a hipotese de atuacdo em etapa que evolvesse
simultaneamente ambos 0s acoplamentos, este 6leo pode estar atuando em
etapa(s) importante(s) da cascata de eventos da contracdo do musculo liso
como: i) ligacdo do ion Ca & calmodulina, impedindo a ativacdo da cadeia
leve de miosina; ii) formacdo do complexo Ca2t/calmodulina/proteina
quinase Il alterando a fosforilacdo da cadeia leve de miosina e/ou iii)
sensibilidade das proteinas contrateis ao ion Ca2+.

Portanto, 0 OE4z por um mecanismo provavelmente miogénico,

bloqueia 0 efeito contraturante de varios agonistas espasmogénicos
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importantes como K+, ACh, PGF2a , 5-HT e relaxa o tonus artificialmente
aumentado do musculo liso traqueal de rato in vitro, com uma amplitude
maxima de relaxamento maior do que a induzida pela EPIN, um classico
agente antiespasmodico do musculo liso respiratorio. Desde que o OEAz
possui baixa toxicidade aguda (DL50 > 2,5 g/Kg) (PINHO, 2002) e
capacidade de bloquear contracdes de grande amplitude para a capacidade
do masculo liso traqueal, podemos apontar este 6leo como um agente
farmacoldgico relevante, potencialmente Gtil do ponto de vista terapéutico.
Os dados aqui apresentados, concernentes a mecanismo de acao,
estdo em consonancia com 0s mecanismos de acdo propostos para outros
Oleos essenciais de plantas aromaticas do Nordeste brasileiro. O OEC:z
apresentou efeitos miorrelaxante e antiespasmodico, com relativa
especificidade para ileo e traquéia, agindo em sitios intracelulares,
provavelmente envolvendo os mecanismos de armazenamento e liberagdo
de Ca2t do RS (COELHO-DE-SOUZA, 1997). O OECn relaxa o masculo
liso intestinal. Este efeito ndo é dependente da atividade nervosa intramural
e ndo é influenciado por substéncias que interferem na sintese de PGs e NO
e ativacdo de adrenoceptores intestinais. Foi sugerido ser pouco provavel
que o OECn atue pelo blogueio dos canais de Ca2+ da membrana,
dependentes de voltagem. Foi demonstrado estarem envolvidos eventos
intracelulares na reducdo da atividade contratil promovida pelo OECHh,
principalmente eventos celulares ligados a relacdo entre a [Ca2'], e a
producdo de forca (MAGALHAES, 1997; MAGALHAES et al., 1998). O
DEMv exerceu efeitos relaxantes na musculatura lisa intestinal que
independem do bloqueio na transmissdo do impulso nervoso, de receptores
ticotinicos ou muscarinicos, de alteracdes do Em e do influxo de Ca2+ para

0 meio intracelular, embora ndo possam ser excluidos possiveis efeitos
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sobre canais de Ca2+ dependentes de voltagem (SOUSA et al.,, 1997,
SOUSA, 1999).

5.5 Mecanismos de agao do 4-terpineol e 1,8-cineol

O TERP ndo apresentou efeito intrinseco sobre o ténus basal do
musculo liso traqueal de rato, nas concentracdes e condi¢Bes experimentais
do referido estudo. J4 o CIN apresentou pequeno efeito contraturante, que
foi maximo e significativo a concentracdo de 600 pg/mL. As implicacbes
deste efeito para a acdo do OEXz ja foram discutidas anteriormente. E
importante ressaltar que o referido efeito contraturante ocorreu dentro da
mesma faixa de valores de concentragdo em que ocorre seu efeito
bloqueador sobre a contracdo induzida por K+, o que toma improvavel que
seu efeito antiespasmodico seja devido a bloqueio de canais de Ca2+
dependentes de voltagem.

O TERP apresentou efeito relaxante sobre todas as condi¢des de
espasmo, as quais o musculo foi submetido, independente do agonista
indutor do encurtamento da fibra muscular. O TERP bloqueia as contra¢des
induzidas por ACh, PGF2a, 5-HT e altas concentractes de K+ Neste estudo
quatro caracteristicas importantes dos efeitos deste composto foram
notificadas: 1) enquanto bloqueia a resposta de todos o0s agentes
contraturantes usados, ndo altera significativamente o tdnus basal do
musculo, tratando-se possivelmente de um tipo de agente antiespasmaédico
que seja indcuo sobre o ténus fisiologico do musculo liso traquealis e nessa
propriedade, o TERP se diferencia do 6éleo essencial de Alpinia zerumbet-,
i) maior poténcia para deprimir a contratura potassica do que para as
contracBes induzidas por neurotransmissores e autacoOides, sugerindo que

possui relativa especificidade para o blogueio do acoplamento
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eletromecénico, indicando possivel blogueio dos canais de Ca2+

dependentes de voltagem (e nessa propriedade, o TERP também se
diferencia do 0leo essencial de Alpinia zerumbet)', iii) poténcia similar para
bloqueio das contracBes promovidas pelos neurotransmissores e autacéides
aqui utilizados, sugerindo um mecanismo inespecifico em termos de
receptores para estes agonistas, atuando por um segundo mecanismo de
acdo (além da hipdtese do bloqueio do acoplamento excitacdo-contracdo
por bloqueio dos canais de Ca dependentes de voltagem); iv) bloqueio da
contragdo da ACh em presenca de solucdo zero Ca ou nifedipina,
reforcando a sugestdo de um segundo mecanismo de acéo.

O TERP mostrou maior poténcia em inibir contragbes evocadas por
60 mM de K+ bem como relaxar preparacdes pré-contraidas pela exposicédo
a esta concentracdo de K+ na solucdo nutridora. As CI50 para estes efeitos
foram significantementé diferentes das CI50 para bloquear contracdes
promovidas por neurotransmissores e autacoides, indicando relativa
especificidade para 0 acoplamento eletromecanico. Em musculos, 0
estimulo que promove contracdo atua através de mecanismos denominados
acoplamento excitacdo-contracdo e contragdo propriamente dita. Em
musculos lisos, ocorrem dois tipos de acoplamento excitagdo-contracdo: o
eletromecénico e 0 farmacomecanico. O acoplamento eletromecanico foi
descrito pela primeira vez a cerca de um século atrds a partir de estudos
realizados com mausculo esquelético de rd (SOMLYO & SOMLYO, 1968;
BULBRING & TOMITA, 1987; REMBOLD, 1996). O acoplamento
eletromecénico é promovido pela despolarizacio da membrana
sarcoplasmatica. Esta despolarizacdo aumenta a condutancia de canais
ibnicos da membrana sarcoplasmatica, especialmente de canais de Ca2+ tipo

L, que promovem influxo de Ca2t para 0 meio intracelular,

consequentemente aumentando a concentracdo deste ion no citoplasma. O
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principal mecanismo de acdo do efeito contraturante de altas [K+]e é o

influxo de fons Ca através dos canais de Ca dependentes de voltagem,
abertos pela despolarizacdo da membrana citoplasméatica (REMBOLD,
1996). Apesar destes dados mostrarem que o TERP possui relativa
especificidade para o bloqueio do acoplamento eletromecanico e indicarem
possivel acdo sobre canais de Ca2+ voltagem-dependentes, eles ndo
sugerem se sua atuacdo nesses canais seria do tipo direta ou indireta.

Em relagdo ao CIN, o presente estudo demonstrou que ele apresenta
efeito relaxante sobre as contracbes dos agentes espasmogenos ACh,
PGF2a, e altas concentracbes de K+ Sobre a contracdo induzida pela 5-HT,
os dados ndo foram conclusivos no que concerne a demonstrar o efeito
antiespasmodico, pois as concentracdes de CIN utilizadas (600 e 1000
pg/mL) ndo foram efetivas para inducdo de bloqueio, contudo, ndo foram
testadas concentracdes superiores. Notifique-se que entre 30 e 600 pg/mL,
0 CIN potencializou a contragdo induzida por ACh, e assim, o efeito deste
constituinte do Oleo foi bifadsico em relacdo a variavel independente
concentracdo. Neste estudo varias caracteristicas 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 concentragbes de K+, ndo reduz significativamente o ténus
basal do musculo, aumentando-o a concentracdo de 600 pg/mL, o que ja foi
discutido anteriormente; ii) apresenta poténcias similares para deprimir as
contragcbes induzidas por K+ e PGF2a, e, em relacdo a estas, somente na
concentracdo de 1000 pg/mL, deprimiu a contracdo induzida pelo
nearotransmissor colinérgico. Nesse fato o CIN se diferencia do OEAz, que
promoveu todos os bloqueios com igual poténcia, e do TERP, que foi mais

potente apenas para bloquear a contratura potassica; iii) amplificacdo do
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acgplamento eletromecéanico em situacdes em que 0 acoplamento
farmacomecanico esta totalmente blogueado (5 mM de cafeina).

Em relacdo ao efeito do TERP e CIN em preparacdes em presenca de
60 mM de K+ é pouco provavel que um efeito relaxante nessas
circunstancias se deva a uma repolarizacdo da membrana sarcoplasmatica,
pois com esta concentragdo de K+ no meio extracelular, a condutancia da
membrana ao K+ ¢ alta, pela retificacdo retardada, e Em = Ek, pois K+ € 0
principal responsavel pelo Em (GRAFE, 1980). Ao mesmo tempo, TERP e
CIN provavelmente ndo relaxam o musculo liso traqueal atraves da
abertura de canais de K+ da membrana, pela mesma razio exposta acima (0
musculo mantém-se despolarizado com Em  Ek, ou seja, ndo ha mais
espaco para hiperpolarizacdo da membrana por aumento da gk (QUAST,
1993).

Os ensaios bioldgicos com altas [K+]e permitem levar a outras
conclusdes a respeito do mecanismo de acdo do TERP e CIN, além
daquelas acima referidas. Estes compostos relaxam o musculo contraido e
mantido despolarizado com altas concentracées de K+ (60 mM), situacdo
onde os potenciais de acdo nervosos e a transmissdo sinaptica também
estdo bloqueados (HILLE, 1984). Assim, € pouco provavel que o bloqueio
das contragOes dependa de participacdo neuronal e, a fortiori, os dados
sugerem que o efeito antiespasmaodico do TERP é miogénico.

Em relagdo ao interessante padrdo de efeito do CIN sobre as
contragbes induzidas por ACh, PGF2a, 5-HT e altas concentracdes de Kt,
ndo temos explicacdo para o fato da poténcia de atuacdo desse constituinte
do OEAz ser similar, no que concerne ao bloqueio das contrag6es induzidas

por PGF2a e altas concentracdes de K+ Ja em relacdo ao fato do CIN nédo

haver bloqueado a 5-HT, observando-se a curva concentracdo-resposta para
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0 blogueio da contracdo submaximal de ACh por concentracdes crescentes

de CIN (Fig. 41), vé-se que na faixa de 100 a 600 pg/mL desse constituinte,
ele amplificou a resposta contratil a ACh e apenas com 1000 pg/mL
promoveu bloqueio. A luz desse gréfico é razoavel questionar-se se relacio
semelhante ndo ocorreria com a interacdo entre CIN e 5-HT, com a
diferenca apenas da curva do CIN estar deslocada para a direita, ou seja,
necessitariamos de concentracdes maiores desse constituinte para detectar
seu efeito depressor sobre a contracdo promovida pelo referido autacdide.
Assim, em relacdo ao fato do CIN ndo haver bloqueado a 5-HT, resta
elucidar se esse fato ndo € meramente uma consequéncia de ndo se haver
testado concentragbes superiores a 1000 pg/mL.

Posto que a ativacdo de receptores adrenérgicos do musculo liso
traquealis pode ser aventada como uma possivel causa do relaxamento
induzido pelo TERP e CIN, investigamos o efeito antiespasmddico destes
compostos sobreposto ao efeito da epinefrina (EPIN), O relaxamento
maximo induzido pela aplicacdo de concentracdes crescentes de EPIN (até
100 pM) ndo ultrapassou 46% do valor estacionario dessa contracdo. Este
valor correspondeu a resposta maxima do neurotransmissor adrenérgico,
pois o relaxamento adicional correspondente ao aumento da concentracao
de EPIN de 10 para 100 pM foi minimo e ndo significativo. Assim, quando
da adicdo de EOriz a preparacdo mantida em presenca de 100 pM de EPIN
0S receptores adrenérgicos ja estavam supostamente saturados e
dessensibilizados, impedindo uma ativagdo adrenérgica adicional.
Mantendo a preparacdo na presenca de EPIN, a adicdo de 600 pg/mL de
TERP relaxou mais 50% e a preparacdo sofreu um relaxamento total de

96% da contracdo controle (Fig. 28). Fato totalmente similar ocorreu com

CIN (Fig. 39). E pouco provavel, portanto, que os relaxamentos de
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preparacdes pré-contraidas por 60 mM de K+ e mantidas em presenca de
100 pM de EPIN, induzidos por TERP e CIN, sejam mediados por
estimulacdo de receptores adrenérgicos. Assim, podemos concluir que o
efeito antiespasmadico induzido por TERP e CIN independe da ativacdo de
receptores adrenérgicos.

Foi investigada a possivel participacdo do NO e PGs sobre o efeito
antiespasmodico do TERP. Para verificar envolvimento destas vias, a
preparacdo foi previamente incubada com L-NAME, bloqueador da oxido
nitrico sintetase (MOORE et al., 1989) ou indometacina, bloqueador da
cicloxigenase (GOODMAN & GILMAN, 1996). Tanto o 1I-NAME como a
indometacina, quando aplicados a preparacdo contraida devido a
despolarizacdo por 60 mM de K+ ndo foram capazes de alterar o efeito
induzido pelo TERP. Em nenhum dos estudos houve alteragdo significativa
da amplitude do relaxamento. Estes dados sugerem nado haver participacao
dos principais mediadores destes sistemas celulares no efeito
antiespasmodico do musculo liso traquealis, induzido pelo .

O TERP bloqueia com igual poténcia contraces induzidas por ACh,
PGF2a, 5-HT (as CI50 para estes efeitos ndo apresentaram diferencas
significativas). Estes dados sugerem a hipbdtese de que este composto
estaria atuando por um segundo mecanismo de acdo além do possivel
bloqueio do acoplamento eletromecanico. 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
contratil da ACh que independe do influxo de Ca2+ extracelular
(BOURREAU, 1991) e também sobre o componente contratil da ACh que

ndo é bloqueado pela nifedipina (que independe do influxo de Ca
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extracelular através do canal de Ca dependente de voltagem). A
contracdo promovida pelo neurotransmissor colinérgico em musculo liso €
decorrente: i) do aumento de Ca a partir do meio extracelular (BOLTON,
1979a, b) e ii) da liberacdo de estoques intracelulares de ca’
(BOURREAU et al., 1991). Quando a concentracdo de Ca2+ no meio
extracelular € baixa, o efeito contratil observado da ACh em mausculo liso
traqueal é proveniente da liberacdo do ion de estoques intracelulares
(BOURREAU et al. 1991). Por outro lado, na presenca de concentragbes
de NIF capazes de abolir as contragbes promovidas por [K+]e, resta um
componente contratil mediado pela presenca do neurotransmissor na
solucdo do banho nas referidas condi¢des experimentais. Bloqueadores de
canais de Ca2+ deprimem a contracdo induzida por K+, onde a participagdo
dos canais dependentes de voltagem € significativa. No entanto, o
componente ténico da contracdo evocada por ACh é insensivel a estes
elementos pela maior influéncia de canais operados por receptores
(BOLTON, 1979). Em ambos os casos ocorreram significativo bloqueio,
induzido pelo TERP, da amplitude das contracdes colinérgicas. E
admissivel aventar a hipotese que, embora o0 TERP seja mais potente em
bloquear o acoplamento eletromecanico, independente da fonte de Ca |,
seja intra ou extracelular, o esse composto impede que o musculo alcance
0os mesmos niveis de forca alcancados na auséncia deste, ficando assim
sugerida uma importante acdo intracelular deste constituinte do dleo de A.
zerumbet.

Em relacio ao CIN, no que concerne a atuagdo atraves de
mecanismos que dependem do influxo de Ca para o meio intracelular, a
maior poténcia de atuacdo no acoplamento eletromecénico (bloqueio das

contracdes induzidas por K+), poderia sugerir que o bloqueio de canais de

Ca voltagem dependente é seu mecanismo de agdo. Esta hipdtese é
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contréria com a inducdo de aumento do tdnus basal na mesma faixa de
concentracdo. E plausivel, entdo, aventar-se a hipétese de seu mecanismo
ser principalmente a liberacdo de Ca dos estoques intracelulares, de
caracteristicas similares aquelas da cafeina (atuacdo em receptores
rianodinicos). E coerente com esta hipdtese: i) a inducdo de contracdo de
pequena amplitude em concentracdes que ja bloqueiam o acoplamento
eletromecénico (Fig. 34), ii) o sinergismo entre os efeitos inibitorios da
cafeina e do CIN (Fig. 38) e iii) a reversdo do bloqueio eletromecéanico pelo
aumento da [Ca2+]e (Fig. 40). Ha contudo uma grande diferenca entre o
mecanismo de atuacdo da cafeina e do CIN. A cafeina apresenta efeito
blogueador mais potente sobre o acoplamento farmacomecéanico (contracao
pela ACh) em relagdo ao eletromecanico e o oposto ocorre com o CIN.
Assim, é provavel que essas substancias atuem atraves de mecanismos
diferentes que tém alguns resultados comuns. E razoavel sugerir-se que 0
mecanismo de acdo do CIN envolve de alguma forma o aumento da
liberacdo de Ca2+ dos estoques intracelulares e esta hipotese € reforcada
pela grande amplificagdo da amplitude das contragGes induzidas por ACh
em faixa de concentragdo desse constituinte em que ele bloqueia o
acoplamento eletromecanico (Fig. 41).

Assim como o o6leo total, seus componentes principais também séo
capazes de induzir efeito antiespasmaédico sobre o musculo liso traqueal in
vitro, embora ndo seja possivel relacionar diretamente a estes componentes
uma maior participacdo no efeito do Oleo total, em detrimento do
percentual de participagdo na composicdo do OEAz (TER 17,83% e CIN
17,95%). E mais provavel supor que ocorra uma interacido destes
constituintes entre si e com outros componentes do 6leo, corroborando para
o efeito antiespasmédico do OE4z no modelo experimental estudado.

Normalmente, os O6leos essenciais sdo usados in natura, pois suas
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propriedades organolépticas dependem da associagdo dos varios
componentes, que formam o “bouquet” de cada O6leo em particular
(CRAVEIRO & CALDAS, 1993).

Os dados aqui apresentados, concernentes a mecanismo de acdo do
TERP, estdo em consonancia com os mecanismos de acdo propostos para
este constituinte em outros tipos de musculos lisos. O TERP possui
atividades relaxante e espasmolitica da musculatura lisa intestinal de
natureza inespecifica 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 ndo parece depender de um reflexo autonébmico e é
sugerido decorrer principalmente dos efeitos cronotrépico e inotrépico
negativos desta substancia 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 hipotensdo em ratos
com hipertenséo mantida pelo tratamento com acetato de
deoxicorticosterona-sal, provavelmente por efeitos relaxantes sobre o
musculo liso vascular. Lahlou et al., 2002a, 2003) sugerem que o efeito
hipotensor do OEXz neste modelo experimental, seja atribuido
parcialmente as acdes do TERP

Outros constituintes quimicos de O6leos essenciais de plantas
aromaticas possuem efeitos farmacoldgicos em varios tipos de musculos
lisos de mamiferos. O eugenol é um importante constituinte quimico do
Oleo essencial de diversas plantas aromaticas e detentor de varias acdes
biologicas em mdasculos lisos. Este composto apresenta algumas
semelhancas com o TERP, em termos de efeito e mecanismo de acdo. O
eugenol induz relaxamento em ileo de rato por uma acédo direta no musculo,

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 atribuido a
inibicdo da sensibilidade da maquinaria contratil ao Ca2+ e bloqueio dos
canais de Ca2+ dependentes de voltagem (NISHIJIMA et al.,, 1999). O
oxido de piperitenona, componente principal do 6leo essencial de Mentha x
villosa, possui mecanismo de acdo em musculo liso intestinal semelhante
em alguns aspectos ao mecanismo de acdo do TERP no musculo liso
respiratorio. Este composto exerce efeito miorrelaxante que independe do
Em e influxo de Ca2+ para o meio intracelular e bloqueia com igual poténcia
contragdes induzidas por ACh, HA e K+, sugerindo que este blogueio é
independente em termos de receptores para neurotransmissores e
autacoides (SOUSA, 1999). O TERP mostrou maior poténcia em deprimir
contra¢des induzidas por [K+]e no musculo liso traqueal, sugerindo relativa
especificidade sobre o bloqueio eletromecénico. Estudos sobre o
mecanismo de acdo do estragol e anetol, em musculos lisos intestinal e
traqueal, sugerem que os referidos dependem de acbes em sitios

intracelulares, provavelmente envolvendo mecanismos de armazenamento
e liberacéo de Ca2t do RS (COELHO-DE-SOUZA, 1997).
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6 CONCLUSOES

O oleo essencial de Alpinia zerumbet (Pers) B. L. Burt. et R. M.
OE4Zz) e seus principais constituintes quimicos, 4-terpineol (TERP) e 1,8-
;ineol (CIN), possuem efeito antiespasmodico em mausculo liso traquealis
le rato in vitro.

O OEAz, com poténcia similar, bloqueou contracdes induzidas por
VCh, PGF2a e 5-HT, bem como contra¢des induzidas pela despolarizacéo
:om altas concentragbes de K+ (60 mM) e relaxou contracGes previamente
:stabelecidas por estes agonistas, sugerindo que o OEAz bloqueia a
-ontragdo por mecanismo miogénico e inespecifico em relagdo a receptores
>ara neurotransmissores e autacoides.

O OEXz bloqueou as contracdes induzidas por ACh em presenca de
Iifed%pina ou em preparagbes com zero Ca , o que mostra que seu efeito
intiespasmodico independe de alteracbes do fluxo transmembrana
itoplasmatica de Ca e sugerindo que seu sitio de acdo seja em uma etapa
omum ao mecanismo de sinalizagdo da contracdo de todos esses agonistas,
»u que o OEAz atua através de varios mecanismos.

O efeito do OEXz provavelmente independe da participacdo do NO e
la sintese de derivados do acido araquiddnico e depende parcialmente da
tuacdo em receptores adrenérgicos.

O TERP induziu efeito antiespasmodico sobre o ténus artificialmente
umentado por altas [Kt]e e inibiu contracbes induzidas por 60 mM de K+,
iICh, PGF2a e 5-HT. Esse constituinte do 6leo de A. zerumbet foi mais
otente em inibir as contracbes potassicas, apontando relativa

specificidade sobre o acoplamento eletromecanico.
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O TERP bloqueou as contrag¢des induzidas por ACh em presenca de
nifedipina ou em preparagbes com zero Ca , 0 que mostra que ele pode
exercer efeito antiespasmodico que independe de alteracdes do fluxo
transmembrana citoplasmatica de Ca2+ e sugerindo que sua atuacdo pode
ocorrer em uma etapa comum ao mecanismo de sinalizacdo da contracdo
dos referidos agonistas.

O efeito do TERP provavelmente independe da participacdo do NO e
da atuacdo em receptores adrenérgicos.

O CIN apresentou diferencas conspicuas de atuacdo, em relacdo ao
OEXz e ao TERP, sobre as contracBes promovidas por ACh, PGF2a e 5-HT
e K+ (60 mM). O CIN mostrou igual poténcia em bloquear contracdes
promovidas por 60 mM de K+ e PGF2a Sobre a contracdo induzida pela
ACh teve efeito bifasico no que concerne a dependéncia de concentracéo,
tendo-lhe potencializado no intervalo 30-700 pg/mL, e deprimido a
concentracdo de 1000 pg/mL. Sobre a contragdo mantida pela 5-HT, o CIN
nao exerceu efeito.

A presenca de 5 mM de cafeina conferiu ao CIN efeito amplificador
das contragGes promovidas por Ca2+ , 0 que sugere que esse constituinte do
6leo de Alpinia zerumbet ndo bloqueia etapas especificamente conectadas
ao acoplamento eletromecanico, como ativacdo de canais de Ca

dependentes de voltagem.
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