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RESUMO

O Oleo essencial de Mentha x villosa (OEMV) induziu relaxamento do
tbnus basal do esfincter pilérico, musculos circular e longitudinal géstricos e
ileais. Oxido de piperitenona (OP), principal constituinte do OEMV relaxou o
musculo longitudinal do ileo. De uma maneira geral OEMV blogueou também a
movimentacao espontanea nessas preparacoes e nesse efeito foi menos potente do
que sobre o tdnus basal. O relaxamento induzido por OEMYV e OP no ileo, nédo
foi alterado por TTX, atropina ou hexametbnio. Contra¢des induzidas por
acetilcolina, HA e 60 mM de K+ (Kéo) foram bloqueadas por OEMV e OP. Estas
substancias aumentaram a frequéncia e a massa de evacuacbes da diarréia
induzida pelo 6leo de ricino na primeira hora. Contraturas induzidas por Kbéo e
tetraetilamoénio em ileo e Kéo e dibutirato de forbol em aorta de cobaia também
foram bloqueadas. OEMV e OP somente ligeiramente hiperpolarizaram o
potencial transmembrana (Em) em 5 e 60 mM de K+, uma acdo improvavel de ser
importante funcionalmente. OEMV e OP bloquearam o0s componentes da
resposta da acetilcolina que ndo sdo sensiveis a nifedipina ou a solugBes sem
calcio. OEMV e OP diminuiram a pressdo arterial média sem altera¢des do pH,
hematocrito ou gasometria. OEMV e OP induziram analgesia. OEMV e OP
apresentaram baixa toxicidade no estudo de toxicidade subaguda. Concluindo,
OEMYV e OP demonstraram atividade farmacoldgica cuja a poténcia variou entre
as varias preparacdes e que foi coerente com o uso da Mentha x villosa em

medicina popular.
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1 - INTRODUCAO:

1.1- IMPORTANCIA DAS PLANTAS MEDICINAIS AROMATICAS.

A medicina aromatica surgiu das sombras dos templos esfumacados do
Egito - 0 berco da medicina, perfumaria e farmécia - ha mais de seis mil anos. Ela
espalhou-se para Israel, Grécia, Roma e todo o0 mundo mediterraneo e foi muito
importante durante séculos. Com o advento da ciéncia moderna, no século XIX,
houve o declinio de todas as formas de terapia vegetal em funcdo da producéo,
em laboratorio, de drogas como a penicilina, aspirina, etc. O uso abusivo de
muitas dessas drogas fez com que surgissem efeitos indesejaveis como resisténcia
bacteriana, dependéncia medicamentosa e muitos outros. Nos dias atuais, a
aromaterapia esta sendo novamente expandida na Europa, principalmente na

Franca (LAVABRE, 1993).

Na india a aromaterapia nunca morreu. Com mais de dez mil anos de
pratica continua, a medicina Ayurvédica ¢ a mais antiga forma de pratica médica.
Os Vedas, o livro sagrado da india e um dos mais antigos que se tem noticia,
menciona mais de setecentos produtos diferentes, como a canela, o espicanardo,
0 coentro, o gengibre, a mirra e o sandalo. Os Vedas codifica os usos dos
perfumes e substancias aromaticas para fins litargicos e terapéuticos

(LAVABRE, 1993).

O estudo das plantas odoriferas do nordeste brasileiro resultou na
descoberta de véarios 6leos essenciais de potencial importancia econémica. Entre
eles encontramos aqueles que sdo matérias-primas dotadas de propriedades

aromatizantes, antissépticas e farmacolégicas (CRAVEIRO et al., 1981).
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1.2- OLEOS ESSENCIAIS

O termo “Oleo essencial” é empregado para designar liquidos oleosos
volateis, dotados de aroma forte quase sempre agradavel extraidos de plantas por
alguns processos especificos, sendo o mais frequente a destilacdo por arraste em

vapor d’agua (CRAVEIRO et al., 1981).

Os 6leos essenciais sdo encontrados em varias plantas e sdo abundantes
especialmente nas labiadas, mirtaceas, coniferas, rutaceas, lauraceas e
umbeliferas. Encontram-se na forma de pequenas gotas entre as células, onde
agem como hormonios, reguladores e catalisadores. Nas plantas, os Oleos
essenciais tem por funcdo protege-las de doencas e parasitas, atrair insetos

polinizadores e, ajuda-las a se adaptar ao meio ambiente (LAVABRE, 1993).

Os Oleos essenciais sdo principios farmacologicamente ativos.
Quimicamente constituem uma combinacdo de terpenos, sesquiterpenos, fenais,
aldeidos, alcoois, acidos, ésteres, cetonas, nitrogénio e enxofre (MATOS &
FERNANDES, 1978; LAVABRE, 1993). Devido a complexidade de sua
composicdo quimica os 6leos essenciais apresentam uma diversidade de acfes
farmacoldgicas.' para as quais tem crescido o interesse vislumbrando o

desenvolvimento de novas drogas.

Os 0leos essenciais apresentam uma grande importancia econémica sendo
largamente utilizados na industria como aromatizantes (FREISE, 1935; JACOBS,
1948 e 1973; LE MOAN, 1973; CRAVEIRO et al., 1977; LE BOURHIS, 1968;
1970 e 1973; ITOKAWA et al., 1980; 1981a e b; 1985; 1987 e 1988); em



perfumaria, na composicdo de sabdes, desinfetantes e cosméticos em geral; na
preparacdo de alimentos como doces caseiros, licores, bebidas aromaticas e
refrescantes e aguardente de cana. No ano de 1978 o Brasil importou proximo de
quarenta e cinco milhdes de dolares referente a 140 tipos de mercadorias
relacionadas com Oéleos essenciais e seus derivados. Nove itens destas
importacdes alcancaram valores acima de um milhdo de dolares, ou sejam:
canela, cravo da india e cominho entre as plantas aromaticas; 0leos essenciais de
menta, de pinho e de pequenos grdos, misturas odoriferas para perfumaria e
alimentacdo. Os sucedaneos sintéticos derivados do petréleo por serem mais
baratos fizeram com que houvesse uma reducdo significativa do uso de o6leos
essenciais (CRAVEIRO et al., 1981). Oleos essenciais, bem como as plantas
medicinais aromaticas das quais eles sdo extraidos sdo utilizados na medicina
popular, na forma de chas e infusatos, como sedativos, estomaquicos,
antiespasmadicos, antidiarreicos (FREISE, 1935; ITOKAWA et al., 1981;
KIUCHI et al.,, 1992; BEZERRA, 1994; COELHO-DE-SOUZA et al., 1997 e
1998; MAGALHAES et al., 1998), antiparasitarios, antimicrobianos, analgésicos,
diuréticos e hipotensores (LUZ et al., 1984; MENDONCA, 1989; MENDONCA
et al, 1991), antimalaricos (KLAYMAN, 1985), anti-hemorroidarios
(PRUDENT et al., 1993), anti-sifiliticos (MENDONCA, 1989) e no tratamento
de rinite alérgica (BEZERRA, 1994). Além destes usos 0s 0Oleos essenciais
também sdo importantes na ecologia e na agricultura por terem odor similar

aquele de atrativos de insetos (MARCUS & LICHTENSTEIN, 1979).

O acumulo de d6leos essenciais em certas Labiadas esta associada com a
presenca de estruturas secretOrias altamente especializadas conhecidas como
tricomonas glandulares que estdo localizadas primariamente sobre folhas e calices

(LAWRENCE, 1992).
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Oleos essenciais podem ser utilizados terapéuticamente (SHUBINA et al.,
1990) e muitos dos seus componentes apresentam propriedades farmacoldgicas
sendo utilizados como antibacterianos (BOSE et al., 1949), analgésicos,

sedativos, estimulantes e estomaquicos.

No Laboratério de Eletrofisiologia da UPC varios trabalhos vem sendo
publicados acerca dos efeitos farmacoldgicos de 6leos essenciais do Estado do
Ceard. Em masculo sartério de sapo o eugenol promove contracdes que podem
ser causadas primariamente por liberacdo de Ca2+ do reticulo sarcoplasmatico
(RS) e secundariamente por um mecanismo relacionado a presenca de alguns
cations divalentes no espago extracelular (LEAL-CARDOSO et al., 1994). Um
analogo do eugenol, o benzileugenol, bloqueia as contracdes induzidas pelo

eugenol por uma acgédo especifica (LEAL-CARDOSO et al., 1988).

Estudos dos efeitos do Oleo essencial de Croton zehntneri (OECz) e de
seus principais constituintes sobre musculos esqueléticos de sapo e rato sugerem
que estas substancias podem ter dois sitios de acdo sobre as fibras musculares: a
membrana pos-juncional, por bloqueio da transmissdo neuromuscular, e 0 RS por

aumentar o calcio mioplasmatico (ALBUQUERQUE et al., 1995).

FOGACA et al. (1997), ao estudarem os efeitos do 6leo essencial de
Mentha x villosa (OEMV) sobre o musculo esquelético de sapo, sugeriram que 0
OEMV em uma escala de 1-6 mg/ml induz contracdo através da liberacdo de
Ca2t do RS enquanto concentracbes menores (1-10 qgg/ml) blogueiam as

respostas induzidas por K+ e potencializam as respostas induzidas pela cafeina.
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COELHO-DE-SOUZA et al, (1997) mostraram que no musculo liso de
ileo de cobaia o 6leo essencial de Croion zehntneri e seu principal constituinte,
estragol, apresentam efeito antiespasmdédico. Este efeito, presente no OECz, pode
ser atribuido, pelo menos em parte, ao estragol. Sobre a contratilidade de varios
outros tipos de musculos lisos 0 OECz exerce efeitos modulatérios diferenciados
e, sobre o musculo liso ileal 0 OECz parece exercer um efeito seletivo em relaxar

esta preparacdo (COELHO-DE-SOUZA et al., 1998).

Estudos in vivo e in vitro utilizando o Oleo essencial de Croton
nepetaefolius (OECn) e seus constituintes cineol, metileugenol e terpineol
mostraram que o OECn possui propriedades antiespasmoédica e relaxante

intestinal (MAGALHAES et al., 1998).

2.1- Mentha x villosa

A familia Labiatae possui proximo de 200 géneros e se acredita que 40 por
cento deles possuem propriedades aromaticas (LAWRENCE, 1992). No Brasil
existem registros da existéncia de 20 géneros e 300 espécies vegetais dessa

familia distribuida em todo territério nacional (BRITO, 1983).

A planta Mentha x villosa Hudson, geralmente relatada na literatura como
M.crispa ou M.rotiindifolia, pertence a familia Labiatae e €é conhecida
popularmente como hortela-rasteira, horteld-da-folha-miuda e horteld-de-panela

(MATOS, 1991; MATOS, 1994). A identificacdo feita pelo Dr. R. Harley, do
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Royal Botanic Garden, Kew (U. K.) mostra que a Mentha x villosa € um hibrido

da Mentha spicata e Mentha suaveolens.

O nome do género Mentha vem do nome grego Mintha, filha de Cocylus
que, segundo os poetas foi transformada nesta planta. A Mentha longifolia é

originaria da regido Mediterranea e parte da Asia, estando atualmente distribuida

em quase todo o mundo principalmente na regido temperada (HARLEY, 1973).

Muitas espécies de Mentha sdo usadas na medicina popular de todo o
mundo. O d&leo essencial de Mentha x piperita (OEMp), cujo principal
constituinte € o mentol, é de grande uso. O OEMp foi estudado do ponto de vista
farmacoldgico e demonstrou um efeito espasmolitico no musculo liso intestinal
cujo mecanismo de acdo parece ser predominantemente devido ao bloqueio dos

canais de Ca2+ da membrana citoplasmatica (EULLS & AARONSON, 1991).

No Nordeste do Brasil a Mentha x villosa é amplamente usada néo

somente na medicina popular mas também na industria fitoterapéutica.

Mentha x villosa é uma planta herbacea, rasteira, com raiz fibrosa, caule
avermelhado, ereto, ramoso, com folhas aromaticas variando de 2-5 cm de
tamanho e pequeno peciolo de 2-3 mm que permitem diferencia-la de outros tipos

de hortela-rasteira (MATOS, 1994) (Fig.l).

As folhas de Mentha x villosa sdo usadas na cozinha caseira como
condimento, e na medicina popular como estomaquico, ansiolitico, e para o
tratamento de célica menstruai e diarréia sanguinolenta (MATOS, 1994). Devido

sua acdo antiparasitaria (SANTANA et al., 1992), suas folhas séo também muito
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utilizadas e no tratamento de amebiase, giardiase e tricomoniase (BORBA et al.,

1990a e b; BORBA & MELO, 1988; BORBA et al., 1991).

O principal constituinte da Mentha x villosa é o 6xido de piperitenona (OP)
(Fig. 2). O OP, denominado anteriormente de rotundifolona (ALENCASTRO et
al.,, 1965), é uma cetona monoterpénica de peso molecular igual a 166,219 ¢
(BUCKINGHAM, 1994). Nas diversas espécies de Mentha a percentagem de OP
variou de 11-81% (HARLEY & REYNOLDS, 1992).






Fig. 1- Mentha x villosa Hudson (fotografia).
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Fig. 2 - Estrutura quimica do oxido de piperitenona.
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1.3- ANATOMIA E FISIOLOGIA DE MUSCULO LISO GASTROINTESTINAL

O trato alimentar prové o corpo com um continuo suprimento de agua,
eletrdlitos e nutrientes. Para isto sdo necessarios (1) movimento de alimento
através do trato alimentar; (2) secrecdo de sucos digestivos e digestdo do
alimento; (3) absorcdo de produtos digestivos, agua e varios eletrélitos; (4)
circulacdo do sangue através dos Orgdos gastrointestinais para carrear as
substancias absorvidas; e (5) controle de todas estas funcdes pelos sistemas
nervoso e hormonal (GUYTON & HALL, 1996). Desta forma qualquer alteracdo

em um dos itens acima citados pode causar sérios danos a saude.

No trato alimentar cada parte encontra-se adaptada a uma funcéo
especifica: o esdfago, para a passagem do alimento; o estdmago, para receber e

armazenar alimento e o intestino para a digestao e absor¢cdo (HEADING, 1980).

A parede gastrointestinal se caracteriza por apresentar, da superficie
externa para a interna, as seguintes estruturas: (1) a serosa, (2) a camada
muscular longitudinal, (3) a camada muscular circular, (4) a submucosa e (5) a
mucosa. Além disso, uma escassa camada de fibras musculares lisas, a muscular
da mucosa, situa-se nas camadas profundas da mucosa. As funcdes motoras do
intestino sdo -desempenhadas pelas diferentes camadas de musculo liso

(GABELLA, 1979).

As células do musculo liso no trato gastrointestinal estdo entre 200 e 500
micrémetros de comprimento e entre 2 e 10 micrémetros de didmetro. Séo
uninucleadas e, na maioria dos musculos lisos viscerais, a superficie é lisa e

regular. Contrastando com as células do musculo esquelético, as células do
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musculo liso apresentam-se mais amorfas e suas estruturas invaginantes, as
caveolas, ndo apresentam o mesmo grau de organizagcao dos tubulos transversos
(SOMLYO & HIMPENS, 1986). O mdasculo liso ndo tem o mesmo arranjo
estriado dos filamentos de actina e miosina encontrado no musculo esquelético
(SOMLYO, 1985) porém é evidente que as células do musculo liso apresentam
uma organizacdo intracelular regular, que é a base para seu comportamento

contratil (MOSS & HOFMANN, 1992; SPERELAKIS, 1993).

No mausculo liso o RS existe em uma forma rudimentar (SOMLYO &
HIMPENS, 1986) e, apesar disto pode acumular ions Ca2+ no sarcoplasma
(SOMLYO & SOMLYO, 1981). No estado de repouso (relaxado), afirma-se que
a concentracdo do Caz+ intracelular ([Ca2+]l) esta entre 0,05 e 0,35 pM. Este nivel
da [Ca2+]j é considerado insuficiente para ativar o aparelho contratil (RODGER,

1990).

Entre as principais proteinas do musculo liso, encontramos as contrateis
(actina e miosina, que constituem respectivamente, os filamentos finos e
grossos), as regulatorias (representadas, entre outras, pela cadeia leve de miosina,
tropomiosina e caldesmina) e as proteinas que constituem o citoesqueleto

(desmina, vimetina vinculina, além de outras) (JIANG & STEPHENS, 1994).

As fibras de mdasculo liso gastrointestinal, encontram-se arranjadas em
feixes de alguns milhares de fibras musculares. Na camada muscular longitudinal,
estes feixes estendem-se longitudinalmente para baixo, enquanto que na camada
muscular circular estes estendem-se ao redor do musculo liso gastrointestinal. A
conexdo entre os feixes das diferentes camadas musculares é feita através de

estruturas de baixa resisténcia elétrica, denominadas de gap junctions (juncdes
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em fenda) ou nexus, que permitem o movimento de ions de uma célula para outra
(UEHARA & BURNSTOCK, 1970; SOMLYO, 1985; MOSS & HOFMANN,
1992;). Nem todas as fibras de um mesmo feixe recebem terminagbes nervosas;
segundo HOYLE & BURNSTOCK (1989), calcula-se que na camada circular do
tubo digestivo, existam de 25 a 78 jun¢des neuromusculares para cada 1.000

células musculares no feixe.

O trato gastrointestinal tem um sistema nervoso proprio denominado
sistema nervoso entérico (SNE), que tem por funcdo controlar os movimentos e
secrecOes gastrointestinais. O SNE é constituido por dois plexos principais, um
plexo mais externo situado entre as camadas musculares longitudinal e circular
denominado plexo mioentérico ou plexo de Auerbach e um plexo mais interno,
situado na submucosa, denominado plexo submucoso ou plexo de Meissner. O
plexo mioentérico controla principalmente 0s movimentos gastrointestinais
enquanto o plexo submucoso controla principalmente as secrecdes
gastrointestinais e fluxo sanguineo local (LUNDGREN et al., 1989). Além dos
dois principais plexos existem plexos menores, o subseroso, 0 muscular profundo
e 0 mucoso, sendo este ultimo, algumas vezes, considerado uma extensdo do

submucoso (FANG et al., 1993).

O plexo mioentérico, pode ser dividido em trés componentes que sdo: um
primario, que consiste dos ganglios e dos feixes intemodais; um secundario,
representado pelos ramos mais finos que os do plexo primario e, um terciario,
cujos axonios formam as varicosidades que inervam as fibras. Estas varicosidades
formam juncgBes neuro-efetoras e estdo em proximidade com sitios receptores

dos transmissores (LUNDGREN et al., 1989).
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Devido a existéncia do SNE fenémenos como penstaltismo e outros
padrbes de comportamento motor intestinal ocorrem em segmentos isolados do
tubo digestivo. Peristaltismo é um comportamento motor coordenado que
impulsiona o conteddo intestinal na direcdo anal e pode ser dividido em duas
fases: 1) fase preparatdria - quando o intestino, ao ser preenchido com o
alimento, sofre um aumento na pressdo intraluminal desencadeando uma
contragcdo da musculatura longitudinal e, 2) fase de esvaziamento - inicia quando
0 intestino radialmente distendido desencadeia contragGes coordenadas da
musculatura circular que se propagam da boca ao anus expulsando o conteudo
(WATERMAN et al., 1994). Tal comportamento tende a ser continuo se, apos o
esvaziamento do intestino, houver uma infusdo de liquidos (WATERMAN et al,
1992). O hexametdnio (HEX), um bloqueador ganglionar, é capaz de inibir a
transmissdo nicotinica neuro-neuronal e os reflexos peristalticos (KOSTERLITZ

&LESS, 1964).

O controle neuronal das fungbes do trato gastrointestinal é feito néo
somente pelo SNE, mas também pelos sistemas parassimpéatico, simpético e
nervos sensoriais terminais originarios do epitélio luminal e parede intestinal
(BEST & TAYLOR, 1990). Nas camadas do musculo liso da parede intestinal, o
musculo circular tende a apresentar uma inervacdo adrenérgica bem mais densa
gue o musculo longitudinal, embora no intestino grosso alguns mausculos
longitudinais apresentem uma densidade de inervagdo adrenérgica superior aos

musculos circulares como na taenia coli e reto de cobaia (GABELLA, 1979).

Quase todos os corpos celulares adrenérgicos sdo confinados aos ganglios

simpaticos que tem seus terminais no plexo mioentérico, plexo submucoso,
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mucosa, € Vvasos sanguineos associados. Corpos celulares adrenérgicos séao

raramente vistos em plexos entéricos (HOYLE & BURNSTOCK, 1989).

Na maioria das regifes do intestino a estimulacdo adrenérgica ou a
aplicacdo exdgena de norepinefrina (NE) resulta em uma acgdo inibitéria cora
diminuicdo do ténus mecanico ou da atividade espontanea, hiperpolarizacdo da
membrana do mdsculo liso, e inibicdo dos disparos de potenciais de acgéo

(BAILEY, 1971; HOYLE & BURNSTOCK, 1989).

Os neurdnios pos-ganglionares do sistema parassimpatico estdo localizados
nos plexos mioentérico e submucoso, e a estimulagdo vagai causa um aumento
generalizado da atividade do SNE e, consequentemente, da maioria das funcdes
gastrointestinais. Alguns dos neurbnios entéricos sdo inibitérios e, portanto

inibem algumas das fungbes (SUPRENANT, 1994).

Além da acetilcolina (ACh) e NE, muitas outras substancias
neurotransmissoras sao liberadas pelos terminais nervosos de diferentes tipos de
neurbnios entéricos, surgindo assim o conceito de co-transmissdo e de sinapses
ndo adrenérgicas e ndo colinérgicas (NANC) (HOYLE & BURNSTOCK, 1989).
Entre os neurotransmissores NANC inibitorios diretos da transmissao
neuromuscular-'do trato gastrointestinal encontramos o polipeptideo intestinal
vasoativo (LEFEBVRE et al.,, 1992; BACARI et al.,, 1994) e a neurotensina
(KATSOULIS & CONLON, 1988). O o6xido nitrico (ON) foi identificado como
neurotransmissor inibitorio NANC em diversas partes do trato gastrointestinal
(BOECKXSTAENS et al.,, 1991; LEFEBVRE et al., 1992; KANADA et al.,
1992; BACARI et al, 1994; ORIHATA & SARNA, 1994; SMITS &

LEFEBVRE, 1996) enquanto em outras apresenta atividade excitatoria
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(BARTHO & LEFEBVRE, 1994 e 1995). Foi relatada a presenca de opidides
enddgenos e seus receptores no SNE (LUNDGREN et al., 1989; WATERMAN
et al., 1992). Fibras histaminérgicas foram encontradas no estbmago, ileo e colon
de cobaia (HILL, 1990; RIZZO et al., 1995). Os neurdnios adrenérgicos que
suprem o intestino dividem-se, de acordo com a coexisténcia de NE e outras
substancias no interior das vesiculas em: a) neurénios contendo NE e adenosina
trifosfato (ATP) (VON KUGELSEN & STARKE, 1991); b) neurdnios contendo
NE e somatostatina; ¢) neurdnios contendo NA e neuropeptideo Y e, d) neurdnios
contendo NE e peptideos sem distincdo (COSTA & FURNESS, 1984; GOYAL
et al., 1980). Na camada longitudinal do intestino delgado de cobaia, a ativacéo
de receptores adrenérgicos do tipo a2, JBi e 02 promove efeitos inibitérios sobre
0s potenciais de acdo em espiga e a atividade espontanea ocorre em grupos
(bursts). Contudo, no ileo terminal agonistas a-adrenérgicos promovem efeitos
excitatorios (BULBRING & TOMITA, 1987). A substancia P atua diretamente
sobre o mdsculo liso e também indiretamente através da liberacdo de ACh
induzindo contracdo do estdmago e ileo de cobaia (NIEBER et al., 1981; HALL
& MORTON, 1990). Substancias peptidérgicas como a colecistocinina induzem
respostas excitatérias no intestino e estbmago de cobaia (KUEMERLE et al.,
1992; BOYLE et al., 1993). As prostaglandinas podem apresentar efeitos
estimulantes ou inibitérios das fungbes gastrointestinais assim como liberar ou
modificar a liberacdo de substancias transmissoras dos nervos relacionados
aquela funcdo (MISHIMA & KURIYAMA, 1976; ISHIZAWA & MIYAZAKI,
1978; NITTA & ISHIZAWA, 1980; SANDERS & SZURSZEWSKI, 1981;
MILENOV et al., 1983; MILENOV & RAKOVSKA, 1983; KATSOULIS &
CONLON, 1988). A serotonina (5-hidroxitriptamina) (5-HT) pode contrair ou
relaxar preparacdes gastrointestinais (AKUBUE, 1977), e estes efeitos dependem

do tipo de receptor com qual esta amina ira interagir (KUEMERLE et al., 1992;
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BUCHHEIT & BUHL, 1994; EBERLE-WANG et al., 1994). A motilidade antral
pode ser estimulada pela gastrina (COOKE et al., 1972) e inibida pela secretina e
glucagon (CHVASTA & COOKE, 1973), colecistocinma (SUGAWARA et al.,
1969) e peptideo intestinal vasoativo (STRUNZ et al., 1978).

O musculo liso do trato gastrointestinal esta sujeito a uma atividade elétrica
lenta, quase continua. Esta atividade tende a ter dois tipos basicos de ondas
elétricas: (1) ondas lentas e (2) em espigas (spikes). As ondas lentas nhormalmente
nao causam contracdo muscular exceto no estbmago e, excepcionalmente, nos
colons. Em vez disso elas principalmente controlam o aparecimento de potenciais
em espiga e estes Gltimos por sua vez causam a maioria das contracdes
musculares (CHRISTENSEN, 1971). Alguns musculos lisos sdo auto-excitaveis,
ou seja, potenciais de acdo surgem dentro da propria fibra muscular lisa sem um
estimulo extrinseco. Isto estd, algumas vezes associado, com um ritmo de onda
lenta basico do potencial de membrana, especialmente na parede do musculo liso
intestinal. A onda lenta per se ndo é um potencial de acdo. Potenciais de agédo
podem ocorrer superpostos sobre ondas lentas e afirma-se que a onda lenta é
“permissiva” para significar que aqueles potenciais sempre ocorrem em
associacdo com essa onda. A ocorréncia de potenciais de agdo e, em
consequéncia, o tempo de contragdo muscular sdo portanto regulados pela onda
lenta (HEADING, 1980). BORTOFF (1965) propbs que a onda lenta gastrica
teria origem na camada muscular longitudinal desde que a separagdo dos
musculos longitudinal e circular resultou na abolicdo da atividade onda lenta
desta ultima sem afetar a primeira. Segundo SAKAMOTO & NASU (1987) a
despolarizacdo do mausculo longitudinal propaga-se eletrotbnicamente para o
musculo circular através de uma via que pode ser as células intersticiais de Cajal

mas ndo o sistema nervoso, uma vez que ndo foi afetada pelos agentes
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bloqueadores da transmissdo neuronal como tetrodotoxina (TTX) ou atropina
(AT). Embora evidéncias contrarias tenham surgido favorecendo a origem dentro
do mausculo circular (TAYLOR et al., 1975) afirma-se que no estdmago intacto

ambas as camadas participam na propagacao da onda lenta (HEADING, 1980).

A frequéncia com que as ondas lentas sdo geradas no estbmago distai varia
em diferentes locais. Experimentos em cdes usando a técnica de transeccéo
gastrica mostraram que a geracdo de onda lenta de frequéncia intrinseca mais

rapida ocorreu proxima ao meio do corpo gastrico (BEDI et al., 1972).

Em relacdo a onda lenta do estdbmago, influéncias hormonais ou neurais
podem exercer efeitos inibitdrios ou facilitatorios sobre os potenciais de acdo. Por
exemplo, a frequéncia da onda lenta é aumentada pela gastrina (COOKE et al.,
1972) mas diminuida pela estimulacdo vagai insulina-induzida (BORTOFF &
DAVIS, 1968), enquanto a ocorréncia de potenciais de agdo é facilitada por
ambos. A vagotomia truncal inicialmente causa desorganizacdo da onda lenta
com subsequente recuperacdo porém esta apresenta tuna menor amplitude e

forma alterada da onda (WILBUR & KELLY, 1973).

A atividade onda lenta estd sempre presente no estbmago normal e sua
frequéncia € consideravelmente pouco afetada por doenca, drogas ou influéncias

fisiologicas (HEADING, 1980).

Os mausculos lisos normalmente operam em um estado contraido (algumas
vezes referido como “ténus™) a partir do qual ele pode contrair mais ou ralaxar,
dependendo da sua funcdo fisioldégica. Uma significante porcdo deste tdnus é

causado por mecanismos intrinsecos ou miogénicos mas também pode ser
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induzido ou modulado por estimulos mecanicos e neurohormonais inibitorios e

excitatorios (KNOT et al., 1996).

A contratilidade do musculo liso é regulada pelo Ca2 (MOSS &
HOFMANN, 1992; KNOT et al., 1996). Se a producdo de forga e encurtamento
do musculo depende de um aumento da [Ca2t]b o relaxamento pode ser
associado ao retomo do célcio interno aos niveis de repouso (SPERELAKIS,
1993). O relaxamento € representado pelo estado de perda da forca contrétil e
retomo do musculo as condi¢des basais (MEISS, 1989). Para que o relaxamento
ocorra sdo necessarios uma diminuicdo da concentragdo de célcio nas
proximidades dos miofilamentos e, a desfosforilacdo da cadeia leve de miosina de
20 kDa (MLC20). A diminuicdo dos niveis intracelulares de Ca?+ pode ocorrer
através de: 1- Inativacdo das correntes de Ca2+ através dos canais lentos de célcio
devido a repolarizacdo do sarcolema. 2- Recaptacdo de Ca para o RS, através
da bomba de calcio ATPase do RS. 3- Bombeamento de Ca2+ para o0 espago
intersticial, através da bomba de célcio ATPase do sarcolema. 4- Pelo mecanismo
de troca de Nat- Ca2+ (Caz+!-Nat0) que existe no sarcolema (DANIEL et al.,
1992; SPERELAKIS, 1993). A desfosforilacdo dessa cadeia leve de miosina é
feita as custas de uma fosfatase especifica chamada fosfatase da cadeia leve de
miosina (MLCP), que ¢ inibida na presenca de Ca2+ A MLCP ¢ ativada quando
ha uma diminuicdo da [Ca2t]i e dissociacdo do complexo Ca2+-calmodulina-
guinase da cadeia leve de miosina (MOSS & HOFMANN, 1992). A diminuicéo
da [Ca2+]j em células endoteliais é feita através da Ca2+-ATPase localizada na
membrana plasmética que promove o efluxo de Ca2+; as mitocéndrias também
estocam e liberam Ca2+ (WEISNER et al., 1996). No musculo liso
gastrointestinal a contratilidade pode ser ativada através de fatores neuronais,

farmacologicos e ndo fisiologicos como o frio, estiramento ou estimulagédo
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elétrica direta. As contracdes, de acordo com o curso temporal, podem ser
divididas em dois componentes: fasico e tdnico. O componente fasico é
representado por uma contracdo inicial rapida e reversivel, sem platd. O
componente ténico é representado por uma contracdo mais lenta e duradoura,
cujo platé pode durar varios minutos (contracdo mantida ou sustentada) (MEISS,
1989; MACARA & GIAO-T. RICO, 1992; SAITO et al., 1994; N1XON et al.,
1994). Contracdes fasicas sdo aquelas originarias da atividade onda lenta ou de
potenciais de acdo simples ou em grupos (bursts) enquanto contragdes tonicas
sdo aquelas em resposta a um estimulo com alteracdes graduais do potencial de
membrana e estdo relacionadas com um trem continuo de potenciais de acdo ou
com uma despolarizacdo mantida (ENDO, 1977; KNOT et al., 1996). Contracgoes
mantidas podem ocorrer devido a agentes farmacoldgicos, diminuicdo rapida de
temperatura (ENDO, 1977) e despolarizacdo continua com K+ (AUSINA et al.,
1996).

1.4- ACOPLAMENTO EXCITACAO-CONTRACAO (AEC) EM MUSCULO LISO
GASTROINTESTINAL

O termo AEC refere-se a sequéncia de eventos entre um estimulo da
membrana citoplasmatica e a modificacdo da concentracdo de Ca2+ livre no
citoplasma sem, entretanto, incluir a contracdo propriamente dita (SPERELAKIS,

1993).

Em células de musculos lisos ocorrem dois tipos de AEC: o eletromecéanico
e o farmacomecanico. A diferenca entre acoplamento eletromecanico e
farmacomecéanico diz respeito a regulacdo da forca de contracdo. No acoplamento

eletromecanico a alteracdo da forca de contracdo estd na dependéncia da
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modificacdo no potencial de membrana (Em). No acoplamento farmacomecanico
a regulacdo é feita através da estimulacdo por firmacos, sem necessariamente

grandes alteracdes do Em (REMBOLD, 1996).

O desencadeamento da contracdo em musculos lisos pode ocorrer por
despolarizacdo da membrana celular (acoplamento eletromecanico), através da
ligacdo de um agonista a receptores de membrana (acoplamento
farmacomecanico), ou pela combinacdo dos dois mecanismos (RASSMUSSEN et
al.,, 1987; SOMLYO & SOMLYO, 1968). A despolarizacdo da membrana
citoplasmatica pode ocorrer por estimulacdo elétrica direta ou pela ligacdo de

neurotransmissores e/ou horménios a receptores ligados a membrana.

Independente de como a célula ¢é ativada para contrair-se, 0 mediador final
da contracdo ¢ um aumento da concentracdo de calcio no citoplasma o qual é
necessario para fosforilagdo das cadeias leves de miosina (MORGAN &
MORGAN, 1984, REMBOLD & MURPHY, 1988; MOSS & HOFMANN,
1992). A elevacdo da [Ca2t]j pode ser produzida por: 1- Influxo de Ca2+ através
dos canais de célcio dependentes de voltagem (canais lentos ou canais tipo-L e
canais rapidos ou canais tipo-T); 2- liberacdo do Ca2+ armazenado em estoques
intracelulares (principalmente do RS), através da ativacdo dos canais liberadores
de Ca2+ presentes na membrana do reticulo a qual pode ser induzida por Ca2+ ou
por trifosfato de inositol (IP3) ou ambos; 3- Troca Na+-Ca2+ operando de maneira
reversa; 4- influxo por meio de canais i0Gnicos, operados por receptor, seletivos
para Ca2+; 5- Inibicdo da bomba de Ca2+-ATPase também levaria a um aumento
na [Ca2+]i; 6- Combinacdo de qualquer dos fatores acima citados (SPERELAKIS,
1993). Canais catidnicos ndo seletivos, assim como de CI', também podem estar

envolvidos na elevacdo da [Ca2+]i em musculos lisos vasculares (ZHANG et al.,
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1991; MONOS et al.,1995) e gastrointestinais (KUEMMERLE & MAKHLOUF,
1994) A contribuicéo relativa de Ca2+ ativador de cada fonte depende da natureza
do estimulo aplicado, da concentracdo do agonista contratil e do componente
(fasico ou tdnico) da resposta contratil que esta sendo considerada (BOLTON,
1979a e b; CREESE, 1983; TRIGGLE, 1983; RODGER, 1983, 1986 e 1990;
GIEMBYEZ & RODGER, 1987).

A membrana plasmética de células de musculo liso contém uma variedade
de canais ibnicos, incluindo canais que sdo seletivos para calcio, potassio e
cloreto. Os canais i0nicos podem responder diretamente a mudancas no Em
(dependentes de voltagem) ou, por acdo de hormdénios e neurotransmissores
agindo diretamente (operados por ligantes) ou, indiretamente através das vias de
sinalizacdo de segundo mensageiros ativadas pela interacdo agonista-receptor
(KNOT et al, 1996). Uma relacdo bidirecional entre os acoplamentos
eletromecénico e farmacomecanico também foi constatada. Nesta relacdo, nao
somente os segundos (e terceiros) mensageiros (acido aracdénico (AA), célcio)
do acoplamento farmacomecanico afetam canais i0nicos e, consequentemente o
Em e o acoplamento eletromecénico como, inversamente, o Em também pode
modular a ativacdo da fosfolipase C (PLC) pelos agonistas; por exemplo, a
hiperpolarizacdo pode levar a uma inibicdo da PLC e, como consequéncia,
ocorrer uma reducgéo do efeito dos agonistas na liberacdo de Ca2+ mediada via IP3

(ITOH et al.,, 1992; GAN1ITKEVICH & ISENBERG, 1993).

No acoplamento eletromecanico induzido por solugdes contendo alta [K+],
além do influxo inicial rapido de Ca2+ (componente fasico) através de canais de
Ca2+ voltagem dependentes de inativacdo rapida, ocorre também um influxo de

Ca2+ mais lento e mais duradouro (componente ténico) através de canais de Ca2+
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voltagem dependentes de inativagédo lenta. O influxo inicial rapido de Ca2+ ativa a
liberacdo de calcio induzida por célcio (CICR) enquanto o influxo de Ca2+ mais
lento, além de carregar o RS, ativa diretamente os filamentos contrateis
(KARAKI & WEISS, 1988; AUSINA et al., 1996). Solucdes contendo alta [K+]
podem também aumentar os niveis intracelulares de IP3 e promover liberacdo de
Ca2t do RS; embora sua principal maneira de atuacdo seja aumentar as
concentragBes intracelulares de Ca2t através dos mecanismos anteriores

(KARAKI & WEISS, 1988; MEISS, 1989; AUSINA et al., 1996).

Os canais de Ca2+ voltagem dependentes sdo dos tipos L, T ou N, de
acordo com a sua cinética de ativacdo e inativacdo, conduténcia, especificidade
ibnica e sensibilidade a drogas e toxinas (SPEDDING & PAOLETTI, 1992). O
mais importante canal de Ca2+ presente nas células de musculo liso é 0 do tipo L.
Sua estrutura é muito semelhante a dos outros canais i6nicos voltagem
dependentes, mas se caracteriza por sua elevada seletividade para ions célcio em
relacdo a outros ions, exceto na auséncia de cations divalentes, onde cétions

monovalentes como Nat+ podem atravessar 0 canal (KNOT et al., 1996).

Os canais do tipo L podem adquirir trés conformacOes ou estados
funcionais: repouso, ativo (aberto) e inativo. A ativacao depende do Em, sendo
desencadeada pela despolarizacdo da membrana celular e a inativagdo ocorre

durante uma despolarizagcdo prolongada, pelo influxo de Ca2+, ou por ambas as

situacoes.

As drogas consideradas como blogueadoras de canais de calcio sdo muito
Uteis no tratamento de certas doencas cardiovasculares. Seus principais efeitos

farmacoldgicos e terapéuticos nestas patologias, resultam da inibicdo seletiva dos
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canais L de calcio. Estas drogas pertencem a cinco classe de compostos:
Fenilalquilaminas, diliidropiridinas, benzotiazepinas, difenilpiperazinas, ¢ uma
diarilammopropilamina (ROBERTSON & ROBERTSON, 1996). Como
exemplos de bloqueadores de canais lentos (L) podemos citar o verapamil,
diltiazem e nifedipina (NIF). As dihidropiridinas apresentam alta afinidade por
sitios especificos destes canais em seu estado inativo sendo o bloqueio, portanto,
mais ativo em tecidos parcialmente despolarizados, onde ha um maior nimero de

canais L em estado inativo (HILLE, 1984).

Recentemente surgiu um novo grupo de drogas capazes de relaxar o
musculo liso vascular de artérias e veias. Sdo os chamados ativadores de canais
de potassio cujo mecanismo basico consiste em ativar diferentes tipos de canais
de K+ (dependentes de voltagem, ativados pelo Ca2+, sensiveis ao ATP e
retificadores retardados) e promover uma hiperpolarizacdo da membrana
plasmatica quando o Em é diferente do potencial de reversdo do K+ Além deste
efeito as drogas deste grupo (por exemplo pinacidil, nicorandil, minoxidil,
diazéxido e outras) também causam: a) Abolicdo dos movimentos ritmicos
espontaneos, b) inibicdo da liberagdo ou deplecdo do estoque intracelular de
célcio e, c¢) redistribuicdo de calcio dentro da célula do mdsculo liso; esta
redistribuicdo pode contribuir em parte para a acdo vasorelaxante independente
do Em (ERNE-'& HERMSMEYER, 1991; MONOS et al.,, 1995; KNOT et
al.,1996).

De uma maneira resumida o processo contratil das células musculares lisas
é iniciado quando ocorre um aumento da concentragdo de Ca2+ livre no
citoplasma induzida pelo acoplamento eletromecénico e/ou farmacomecénico. O

mecanismo primario de ativacdo da contracdo do musculo liso é a fosforilacdo da



48

MLC20 através da quinase da cadeia leve de miosina (MLCK) sendo esta enzima
ativada pelo complexo calcio-calmodulina (KITAZAWA et al., 1991; MOSS &
HOFMANN, 1992). A calmodulina é uma proteina que, ao formar um complexo
com o Ca2" ira ativar uma proteina quinase a qual ira fosforilar a MLC20,
ativando o complexo actina-miosina com atividade ATPasica, que esta
intimamente relacionado com o inicio da contracdo (HIRA.NO et al.,, 1991;

KITAZAWA et al., 1991; GUSEV et al., 1994).

Apesar do mecanismo envolvendo a ativacdo da MLCK dependente dos
niveis intracelulares de célcio, ser o mais aceito para a regulacdo da contracéo
em musculos lisos, diversos trabalhos sugerem que este mecanismo pode nao

estar completo (REMBOLD, 1992; HIMPENS et al., 1995).

Um outro aspecto importante na regulacdo da contracdo muscular lisa diz
respeito a sensibilizacdo dos elementos contrateis ao Ca2+ Através do uso de
indicadores da [Ca2+]i foi observado que a relacdo forca/[Ca2+] ndo era constante
e, que era maior durante a ativacio por agonistas, do que por um aumento da
concentracdo de calcio induzida por despolarizacdo, sugerindo uma
sensibilizacdo  dos elementos contrateis ao Ca2+ induzida por agonistas
(HIRANO et al., 1991; YANAGISAWA & OKADA, 1994). Esta sensibilizacédo

pode ser positiva ou negativa e influenciada por processos fisioldgicos.

Alta sensibilidade ao Ca2+ € observada com estimulos que ativam proteina
G, aumentam IP3 e liberam Ca2+ de estoques intracelulares como, por exemplo, a
histamina (HA), a fenilefrina, a endotelina (KITAZAWA & SOMLYO, 1990;
KITAZAWA et al., 1991; GONG et al., 1992: TANG et al., 1992
DROOGMANS & MISSIAEN, 1994; HIMPENS et al., 1995). A despolarizacao
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da membrana pelo KC1 potencializa a sensibilizacdo dos elementos contrateis ao
Ca2+ induzida pela endotelina em musculo liso arterial; esta despolanzacédo pode
estar envolvida na ativacdo da proteina qumase C (PKC) como um resultado da
ativacdo da PLC, cuja atividade pode ser controlada por influéncia do Em
(YANAGISAWA & OKADA, 1994). Baixa sensibilidade pode ser causada por
agentes que somente promovem influxo de Ca2', como despolanzacdo, ATP,
estiramento e inversdo da troca Nat+-Ca?+ com baixa [Na+]0 (REMBOLD, 1992).
A diminuicdo da sensibilidade ao Ca2+ parece ser causada por um balanco
alterado entre a atividade da MLCK e da MLCP, resultando em uma diminuicéo
da relacdo fosforilacdo/desfosforilagdo modulada por proteinas G (COHEN,
1992; HIMPENS et al., 1995; KITAZAWA et al., 1991). Ha sugestdes de que a
inibicdo da fosfatase que desfosforila a serina 19 da MLC20 seja talvez o principal
mecanismo de sensibilizacdo ao Ca2+ acoplado a proteina G (SOMLYO &

SOMLYO, 1994).

Os possiveis mensageiros de sensibilizagdo das proteinas contrateis ao
Ca2+, em musculos lisos vasculares (LITTEN et al., 1987; CHIU et al., 1987) e
nao vasculares (FERNANDEZ et al., 1993), sdo a PKC e o AA. A evidéncia que
demonstra 0 papel da PKC e a sensibilizacdo dessas proteinas ao Ca2+ pelos
ésteres de forbol, é o fato de que agonistas que promovem sensibilizacdo ao
Ca2+, também ativam a PKC e liberam diacilglicerol (DAG), que € o ativador
natural da PKC. Esteres de forbol sdo diterpenos obtidos de plantas do género
Croton e de diversos membros dos géneros Euphorbia e Sapium, que se ligam a
PKC somente na presenca de fosfolipideos (principalmente fosfatidilserina) e
céalcio (DRUMMOND & HUGHES, 1987). Os mecanismos de acdo da PKC e
AA |, a nivel celular, sdo diferentes; enquanto a PKC promove um aumento na

fosforilagdo da serina 19 da MLC20 (SOMLYO & SOMLYO, 1994), 0 AA
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também aumenta a fosforilagho da MLC20, porém através da inibicdo da
desfosforilagdo mesmo que na presenca de uma concentracédo intracelular de Ca2+

constante (GONG et al., 1994).

A dessensibilizacdo induzida por célcio seria 0 mecanismo atraves do qual
ocorre uma diminuicdo da forca produzida pela maquinaria contratil a runa dada
[Ca2+], (HIMPENS et al., 1989; KITAZAWA & SOMLYO, 1990; STULL et al.,
1990; REMBOLD, 1992). A nivel molecular este mecanismo ocorreria como
consequéncia da ativacdo da proteina quinase Il, devido a concentracdo de calcio,
a qual induz a fosforilagdo da MLCK em um sitio regulatério chamado sitio A
(STULL et al., 1990; NOMURA et al., 1992; TANSEY et al., 1992; HIMPENS
et al., 1995). Nesta situacdo a MLCK tem uma sensibilidade ao Ca2+ mais baixa

gue quando desfosforilada (ADELSTEIN et al., 1978; REMBOLD, 1992).

A reducédo da sensibilidade ao Ca2+ induzida por Ca2+ pode proteger a
célula dos efeitos adversos resultantes de um aumento prolongado na [Ca2t]k Ela
pode também explicar, pelo menos parcialmente, a resposta fasica de alguns

musculos lisos (HIMPENS et al., 1989; KITAZAWA & SOMLYO, 1990).

Uma vez que 0s mecanismos para o AEC sdo basicos para a compreensao
da funcéo celular, procura-se entender como receptores localizados na superficie
das células transduzem e amplificam os sinais que lhes chegam (LAMBERT,

1993).

A transducdo de sinais modulada por neurotransmissores e hormonios
envolve a ativacdo sequencial de receptores que transpdem a membrana e

proteinas ligadas ao guanosina trifosfato (GTP) (proteinas G), as quais acoplam 0
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receptor a varias enzimas efetoras; estas atuam sobre precursores citoplasmaticos
ou ligados a membrana para gerar um ou mais mensageiros regulatérios
(GILMAN, 1987; BERRIDGE, 1993). Agonistas mobilizadores de Ca2+
interagem com receptores e promovem a liidrélise de vérios fosfolipideos da
membrana principalmente fosfatidilinositol e fosfatidilcolina (EXTON et al.,
1991; BERRIDGE, 1993). A hidrélise do 4,5-bifosfato de fosfatidilinositol
através de varias formas de PLC origina dois mensageiros, 1,45 IP3 e DAG. Na
maioria dos tipos de células musculares o aumento inicial do Ca2+ citoplasmatico
ocorre devido a liberacdo de Ca?+ induzida dependente de IP3 do RS, via canais
liberadores de Ca2t (EXTON et al.,, 1991; RHEE & CHOI, 1992; MURTHY et
al., 1992; BERRIDGE, 1993). Esta liberacdo de Ca2+ de estoque interno
contribui para o componente fasico inicial da contracdo (em meio contendo
célcio), e para a contracdo transitéria (em meio livre de calcio). O DAG ativa a
PKC que estimula a atividade de canais lentos de Ca2+ A entrada de célcio
através destes canais pode contribuir também para o recarregamento do RS
(DANIEL et al., 1992). Este padrdo de mobilizagdo de Ca2+ prevalece nos
musculos lisos vasculares e visceral, com exce¢cdo do musculo liso longitudinal
intestinal onde o influxo de Ca2+ é independente de IP3 e a liberacdo de Ca2+ do
RS depende desse influxo (GRIDER & MAKHLOUF, 1988). A ativagdo dos
canais de Ca2+, nesse tipo de musculo liso, pode ser mediada através do AA, o
qual induz ativacdo dos canais de Cf resultando em despolanzacdo da membrana
e influxo de Ca2+ através dos canais de Ca2+ dependentes de voltagem
(KUEMMERLE & MAKHLOUF, 1994). O AA é formado indiretamente a partir
dos fosfolipideos da membrana pela ativagdo sequencial da PLC e DAG lipase
ou diretamente pela ativacdo da fosfolipase A2 (PLA2), uma enzima que
preferencialmente hidrolisa o fosfolipideo fosfatidilcolina (MURTHY et al.,

1995; MAKHLOUF & MURTHY, 1997).
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Nos musculos lisos, e em outros tecidos, os estoques de calcio
parecem ndo ser homogéneos e algumas vezes sdo mencionados como um
componente sensivel ao IP3 (1ICR, liberacdo de célcio induzida por IP3), e outro
sensivel ao célcio (CICR, liberagdo de célcio induzida por calcio) (KARAKI &
WEISS, 1988; BURDIGA et al., 1995). O tamanho relativo destes estoques
difere entre eles sugerindo que a importancia funcional é variavél nos diferentes
tipos de mdasculos lisos de um mesmo animal. Diferentes espécies animais,
mesmo considerando o mesmo musculo, apresentam diferentes tipos de estoque

de calcio (BURDIGA et al., 1995).

A identificacdo destes estoques pode ser feita através do uso de agentes
mobilizadores de Ca2+ (cafeina e carbacol) e agentes inibidores da funcdo do RS
como a rianodina (que atua sobre os canais CICR) e CPA (uma micotoxina que
inibe diretamente a Ca2+-ATPase dependente de ATP do RS) (BURDIGA et al.,
1995).

Estudos sobre os efeitos da cafeina na liberacdo de Ca2+ intracelular e no
influxo de Ca2+ sugerem que existe uma comunicacgdo entre os diferentes “pools”
de Ca2+ intracelular e que o influxo de Ca2+ independe de sua liberagdo dos

estoques intracelulares (CHEN et al., 1996; ENDO, 1977)

Durante estimulacdo prolongada por agonistas, como ACh, HA, fenilefrina
e carbacol, entre outros, em meio sem Caz2+, o Ca2+ liberado do RS € lancado fora
da célula ocorrendo pequena recirculacdo no RS. Dessa forma a resposta para
uma segunda estimulacdo é marcadamente diminuida (DANIEL et al., 1992).

Sabe-se que substancias como o Lat3 que bloqueiam o efluxo de Ca2+ na
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superficie da membrana citoplasmatica potencializam e prolongam o efeito do
Caz+ liberado a partir dos estoques intracelulares. Na auséncia destas substéncias
uma aplicacdo do agonista em meio sem Ca24 esvazia 0s estoques, enquanto na
presenca o tecido é capaz de responder, produzindo contracdo, a varias
aplicacbes do agonista (BURDYGA & MAGURA, 1986; BURDYGA et al.,
1995).

Assim, na contracdo induzida por agonistas farmacolégicos como
neurotransmissores (ACh), autacoides (HA, substancia P) e agentes terapéuticos
(bloqueadores 0-adrenérgicos) parece predominar o envolvimento do Ca2+ de
origem intracelular para iniciar a contracdo (MISSIAEN et al., 1992; ZHANG et
al., 1993; ZHANG & LANG, 1994; WEISS et al., 1985).

A ativacdo de receptores muscarinicos pode regular diferentes mecanismos
de transducdo poés-sindpticos no mesmo tecido. Por exemplo, no musculo
longitudinal do ileo de cobaia a estimulacdo de receptores muscarinicos M2 pode
(1) despolarizar a membrana plasmaética através de uma proteina G sensivel a
toxina pertussis que se liga a um canal catibnico ndo seletivo, (2) aumenta o0s
niveis de IP3 e (3) aumenta os niveis de GMPc (PRESTWICH & BOLTON,
1995). No musculo circular do fundo gastrico de cobaia a ativacdo desses
receptores promove contracdo através de um influxo de Ca2+ NIF-sensivel e NIF-
insensivel e libera calcio induzido por IP3. Esta diversidade de efeitos pode ser
consequéncia da presenca de trés tipos de receptores muscarinicos (cada um
ligado a trés diferentes subtipos de receptores muscarinicos) ou um unico subtipo
ligado a trés mecanismos de transducdo com diferentes afinidades (PAREKH &
BRADING, 1991). A resposta contratil ao carbacol é representada por uma

contragdo fasica transitoria seguida de uma contracdo tonica; ambas s&o



54

reduzidas pela N1F ou pela retirada do calcio (solucdo 0Ca2+) (OHTA et al.,
1991; PAREKH & BRADING, 1991). Através da estimulacdo nervosa
colinérgica ficou constatado que, em mausculos lisos intestinais, a contracdo
ocorre devido a um aumento na condutancia ao Nat+ e Ca2t 0 que promove uma
despolarizacdo e aumento da descarga de potenciais de acdo (HOYLE &
BURNSTOCK, 1989). A estimulacdo do receptor muscarinico libera calcio
armazenado em sitios celulares ndo ativados por solu¢des com alta concentracéo
de K+ Os niveis intracelulares de calcio aumentam e ocorre a contracdo (RANG
& DALE, 1993). Preparacdes em solucdo 0Ca2+ apresentam uma diminuicdo da
resposta contratil apds estimulos sucessivos com agonistas colinérgicos,
sugerindo a presenca de um depdsito de célcio sensivel a estimulacdo colinérgica
(ELORRIAGA et al., 1996). A estimulacdo da preparacdo através de uma
solucdo contendo alto potassio recarregara este deposito interno de Ca , a ndo
ser que bloqueadores desse recarregamento como NIF e Mn2+ estejam presentes

(BOLTON, 1979).

No musculo liso dos grandes vasos sanguineos, brénquios, e intestino, a
HA produz contracdo através da ativacdo de receptores H( (HILL, 1990). No
musculo liso intestinal a HA, ao interagir com esses receptores causa aumento da
frequéncia de potenciais de acdo, em pequenas concentracoes, e despolarizacgéo,
em concentragbes maiores. Estes efeitos ocorrem como uma consequéncia da
abertura de canais ionicos permissiveis ao Na+, K+ e Ca2+, 0s quais sdo operados
por receptores H], A despolarizacdo ativa canais de célcio dependentes de
voltagem (BOLTON et al., 1981). Um outro mecanismo envolveria a contragdo

dependente da formacdo de IP3 em consequéncia da ativacdo da proteina G

acoplada ao receptor Hj. O IP3 causa uma rapida liberacdo de Ca2+ do RS, que

ativa a quinase da cadeia leve dependente da Ca2+-calmodulina. Esta enzima
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fosforila a MLC20 e promove um aumento da ligacéo entre as pontes transversas e

consequente contracdo (KAMM & STULL, 1985).

Os receptores adrenérgicos, assim como outros tipos, pertencem a classe
dos receptores acoplados a proteinas G intermediarias de sistemas efetores
(SCHWINN, 1993). O efeito inibidor do sistema simpatico sobre o trato
gastrointestinal decorre da ativacdo de receptores a e p. Uma caracteristica
peculiar do sistema gastrointestinal é que a ativacdo dos receptores a causa
relaxamento na maior parte deste (RANG & DALE, 1993). A ativacdo dos
receptores a causa uma inibicdo da descarga de potenciais de acdo no musculo
liso intestinal sem muito efeito sobre a atividade onda lenta no intestino delgado
de coelho (BOLTON, 1989). Na ténia de cobaia, modificacGes das propriedades
elétricas da membrana plasmatica parecem ser mediadas atraves de receptores p?
e 0 mecanismo intracelular através de receptores Pi. Contudo a relativa
distribuicdo dos subtipos de receptores P para a producdo de AMPc, e

consequente relaxamento, necessita ser avaliada. O que tem sido proposto é que

0 AMPc primeiramente reduz a concentracdo de Ca2+ livre no citoplasma e
depois atuaria diretamente sobre o sistema actina-miosina quando a concentragdo
de Ca2+ estd baixa (BULBRING & TOMITA, 1987). Uma outra parte do efeito
relaxante decorre da estimulacdo de receptores oc2 pré-sinapticos que inibem a
liberacdo de ACh de nervos intramurais (RANG & DALE, 1993). Receptores
oc2d localizados em neurénios colinérgicos controlam a contragdo do musculo
circular em ileo de cobaia. Nas camadas circular e longitudinal receptores oq
pré-sindpticos estdo envolvidos no efeito relaxante de ambas as camadas (LIU &
COUPAR, 1997). Existem células musculares que possuem receptores a cuja
estimulacdo determina a hiperpolarizacdo da célula (devido o aumento da

permeabilidade da membrana ao K+) e inibe a descarga do potencial de acéo
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(RANG & DALE, 1993). Nos musculos esfincterianos e no ileo terminal a
estimulacdo nervosa adrenérgica e a aplicacdo exdgena de NE promovem

contracdo (HOYLE & BURNSTOCK, 1989).

No mausculo liso longitudinal do ileo de cobaia o ion tetraetilaménio (TEA)
origina uma contracdo mantida com oscilagbes espontaneas superpostas. O
provavel mecanismo pode ser conseqiiéncia de seus efeitos sobre as correntes de
K+ para fora (correntes de K+ retardadas e correntes de K+ dependentes de Ca?+)
(OHYA et al.,, 1986), associado ao efeito sobre as correntes para dentro
transitorias e oscilatérias. A corrente para dentro transitdria estd intimamente
ligada ao influxo de Ca2+ e a corrente para dentro oscilatéria esta na dependéncia
da concentracdo intracelular, possivelmente liberado de sitios de armazenamento

(OHYA et al., 1987; ZHOLOS et al., 1991).

Nas células, os mais abundantes anions livres sdo os ions cloreto (Cf e
bicarbonato (HCO3')). Os canais de Cf estdo presentes na membrana plasmatica
de todos os tipos de célula assim como em cada uma das organelas subcelulares
incluindo membrana celular, reticulo endopldsmatico, aparelho de Golgi,
lisossoma, endossoma e mitocondria. Além de ampla distribuicdo, existe um
numero muito grande de diferentes tipos de canais de Cf com propriedades
biofisicas diferentes (FRIZZELL & HALM, 1990; ALVAREREZ-LEEFMANS
& RUSSEL, 1991; SINGH et al., 1995).

Como em muitos tipos de celulas o CF ndo estd em equilibrio
eletroquimico, a modulacdo da condutancia ao CF podera promover movimento
transmembrana de CF que podera influenciar a atividade elétrica das células

incluindo neurdnios e células musculares (SINGH et al., 1995).
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Canais de CI' servem a uma ampla variedade de fungbes celulares
especificas. Em células de muasculo esquelético a permeabilidade anormal ao Cf é
uma patologia conhecida que ocorre em algumas formas de miotonia (SINGH et
al., 1995). Também ja esta bem documentada a contribuicdo de canais de CI' na
absorcdo e secrecdo de fluido e eletrdlitos. Pacientes com fibrose cistica
demonstram as consequéncias crbénicas de poucos canais de Cf abertos, enquanto
pacientes com diarréia demonstram o efeito agudo (ALVAREREZ-LEEFMANS
&RUSSEL, 1991; FRIZZELL, 1987).

1.5- LAXATIVOS ESTIMULANTES

A semente da mamona (Azczm/s communis) contém dois ingredientes
nocivos bastante conhecidos: uma proteina extremamente tdxica, ricina, e um
6leo composto principalmente de triglicerideos do acido ricinoleico (ac. 12-
hidroxioleico). O sabor desagradavel e as qualidades purgativas do 0Oleo,
atribuiveis ao acido ricinoleico, foram o terror das criancas desde o Egito antigo

(BRUNTON, 1996).

O efeito.- laxativo do acido ricinoleico ocorre, ndo através de um efeito
irritante ou estimulante do mdsculo liso intestinal isolado (STEWART et al.,
1975a), mas sim por uma inibicdo da absorcdo de agua e reduzida atividade do
musculo circular (STEWART et al., 1975b). Em enterdcitos lisados de ratos o
acido ricinoleico, o principio ativo do 6leo de ricino (OR), o deacetilbisacodil, o
principio ativo do bisacodil, e o acido deoxicolico estimularam a atividade da

PKC, embora menos eficientemente que o éster de forbol 4-beta-forbol 12-
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meristato 13-acetato (PMA). Isto reflete suas poténcias em induzir secrecéo
fluida intestinal e liberagdo de prostaglandmas. Da mesma forma a poténcia de
trés acidos graxos CI8, acido ricinoleico, acido estearico e &cido oleico sobre a
atividade da PKC in vitro, sobre a liberacdo de PGE? e sobre a secrecdo fluida
liquida in vivo correm em paralelo. Assim, laxativos estimulantes ativam a PKC,
levando a uma liberacdo de PGE2, resultando em secrecdo fluida liquida

(BEUBLER & SCHIRGI-DEGEN, 1993).

Estudos utilizando técnicas de registro mioelétrico mostraram que o OR ou
0 &cido ricinoleico alteram o estado mioelétrico do jejuno e ileo mas ndo do
duodeno e, que o tempo médio inicial para o desenvolvimento destas alteractes

ocorre em 3,5 h (MATHIAS et al., 1978).

1.6- FISIOPATOLOGIA DA DOR

Embora a dor seja um fendmeno universal, até o presente momento nédo
existe um conceito, do ponto de vista clinico ou fisiolégico que seja

(1]

universalmente aceito. Aristételes (320 A.C.) definiu a dor como sendo: “um
estado de alma, uma experiéncia oposta ao prazer”. Desde essa época Aristoteles
ja chamava atencdo para a caracteristica psicofisioldgica basica da dor, o carater

aversivo desagradavel da sensagdo (OLIVEIRA, 1979).

Os seculos passaram, diversos novos conceitos sobre dor surgiram
(BONICA, 1974; MAN, 1975; MANN, 1977) mas, conceituar dor é entretanto

um problema ainda em evolucéo.
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Do ponto de vista evolutivo, na realidade, a dor € um sinal de alarme do
gual o SNC lanca méo para sinalizar um processo de agressao ao organismo e
que coloca em risco sua integridade. Esse alarme deflagra um conjunto de
reacoes de adaptacdo de ordem psicofisiol6gica, autbhoma e motora que visa
afastar o organismo da fonte de agressdo e preservar sua integridade. Essas

reacOes se manifestam através de fuga ou luta (OLIVEIRA, 1979).

A sensacdo dolorosa é mediada pela estimulacdo de receptores especificos
para dor, 0s nociceptores, ou seja receptores de limiar elevado que respondem
especificamente ao estimulo de grande intensidade, algogénicos. Os nociceptores
parecem se dividir em trés classes; os mecanonociceptores, 0s termonociceptores
e 0S nociceptores polimodais, 0s primeiros sensiveis a estimulos mecéanicos
intensos, os segundos a estimulos térmicos (> 45 °C), os terceiros tanto a
estimulos mecanicos quanto térmicos. [Esses nociceptores representam
terminacBes de neurbnios mielinizados (fibras A) mas pricipalmente néo
mielinizado (fibras C). Como caracteristicas fundamentais, ndo apresentam
acomodacdo, e mais que isso, quando estimulados continuamente, apresentam
facilitacdo e aumento da sensibilidade (CHIANG et al., 1973; LIEBESKIND,
1976; NAKATANI & YAMASHITA, 1977).

De uma inaneira bastante resumida pode-se dizer que o sinal doloroso
proveniente da periferia, em decorréncia da ativagdo de um dos nociceptores, é
integrado a nivel medular e a seguir projetado para o encéfalo pelo sistema
antero-lateral. Basicamente as fibras do sistema antero-lateral ao atravessarem o
tronco cerebral se dividem em dois sub-sistemas centrais de transmissao
(MANAKA, 1972; MAN & BARAGAR, 1973; KAADA, 1976; MAYER et al.,

1976). O sistema neo-espinotalamico € oligo-sinaptico, rapido e a infonnacéo
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atinge o neo-coértex, o qual esta envolvido na percepcgéo e discriminacdo témporo-
espacial do fendmeno doloroso. O outro sistema é indireto, multissinaptico e
formado pelas fibras espino-reticulares, espino-cervicais e paleoespinotalémicas;
origina-se na formacdo reticular, atinge o sistema limbico e o hipotalamo, e
dessas estruturas, diretamente ou através da formacéo reticular, alcanca o talamo
mediai e dai, através das radiacbes talamo-corticais difusas, todo a neo-cértex,
mas principalmente a area pré-ffontal (MAYER et al.,, 1976; NAKATANI &
YAMASHITA, 1977). Este sistema estd envolvido na integracdo afetivo-
motivacional da dor, e na expressao emocional (JENCRICK, 1973; KAADA,
1974).

A modulacdo da transmissdo de sinal doloroso pode ser feita a nivel
periférico, a nivel segmentar ou medular-controle do portéo, e a nivel central no
tronco cerebral. Desta forma, substéncias antinociceptivas ou analgésicas podem

atuar em um ou ambos 0s sitios.

Uma vez que existem trabalhos publicados relatando o efeito analgésico
central do OEMV e OP (ALMEIDA et al., 1996; PEREZ RAYA et al., 1990)
decidimos confirmar estes resultados utilizando outros tipos de testes, bem como

investigar se haveria um efeito analgésico a nivel periférico.

O teste das contor¢des abdominais é feito através da injecdo intraperitoneal
de um agente néxico em ratos e camundongos. Apds isso, estes animais
mostraram uma resposta consistindo de uma onda de constriccdo e alongamento
passando caudalmente da parede abdominal, algumas vezes acompanhada por
uma torcdo de tronco seguida por uma extensdo dos membros posteriores

(VANDER WENDE & MARGOLIN, 1956; SIEGMUND et al., 1957). Inimeras
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substéncias e veiculos podem desencadear contor¢des sendo uma delas o acido
acético (COLLIER et al., 1968). A dor induzida pelo acido acético é indireta e
consequéncia de uma inflamacdo aguda no peritoneo (NORTHOVER, 1963;
GYRES & KNULL, 1975). Diversos trabalhos nos anos 50 e 60 mostraram que
estas contor¢cbes eram abolidas por drogas antipiréticas (SIEGMUND et al.,
1957, HENDERSHOT & FORSAITH, 1959; KOSTER et al., 1959; KEITH,
1960) e antagonistas narcoticos (TABER et al., 1964; BLUMBERG et al., 1965;
PEARL & HARRIS, 1966). Foi observado haver um considerdvel aumento nos
niveis de PGE2 e PGF2a no fluido peritoneal apds a injecdo de &cido acético
(DERAEDT et al., 1976, 1980). Além das prostaglandinas foi relatado também a
participacdo do sistema simpético nas contor¢cdes abdominais (DUARTE et al.,
1988). O aumento da permeabilidade dos vaso sanguineos acompanha a irritacdo
peritoneal (NORTHOVER, 1963, 1964) e o desenvolvimento das contorgdes
abdominais (WHITTLE, 1963, 1964 a e b).

Assim, embora este teste seja considerado um teste nociceptivo periférico
0 mesmo é pouco especifico visto que drogas hipotensoras (PETTIBONE &
MUELLER, 1989), anti-histaminicas (YEH, 1986) e depressoras do SNC
(TAKAHASHI & PAZ, 1987) podem abolir as contor¢cBes induzidas pelo acido

acético.

Células ndo neuronais produzem uma grande variedade de mediadores
guimicos que atuam nos neurdnios nociceptores durante a inflamacéo. A descarga
desses neurdnios € controlada pela atividade de canais ibnicos da membrana.
Esses mediadores podem ser classificados em dois tipos: agentes ativadores

diretos e agentes hiperalgésicos ou sensibilizadores de nociceptores
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(MONCADA et al., 1978). E pouco provavel que a sensibilizacio dos

nociceptores ndo seja um fator importante nas muitas formas de dor inflamatoéria.

Vérios estimulos algogénicos (quimicos, mecéanicos ou fisicos) ao atuarem
sobre os fosfolipideos da membrana celular levam a fonnacdo de substancias
denominadas eicosanoides. O termo “eicosandide” é derivado de eicosa,
indicando que ha 20 atomos de carbono, e enoic que significa “contendo ligacdes
duplas” porque a principal fonte de eicosandides é o AA (acido 5,8,11,14-
eicosatetranodico), um acido graxo insaturado que contém quatro ligacdes duplas.
O AA é encontrado esterificado nos fosfolipideos, geralmente na posicdo 2 e em
menor extensdo nos glicerideos de todas as membranas celulares (RANG &
DALE, 1993). Uma vez liberado o AA, este é metabolizado rapidamente a
produtos oxigenados por diversos sistemas enzimaticos distintos incluindo
ciclooxigenases ou uma das diversas lipoxigenases ou citocromo P450s
(FITZPATRICK & MURPHY, 1989). Como produto das ciclooxigenases temos
as prostaglandinas E2, F2a, D2 e 12 as quais ndo ativam diretamente o0s
nociceptores, mas baixam o limiar de excitabilidade para outros estimulos. Essa
acdo das prostaglandinas parece ser importante no desenvolvimento da
hiperalgesia periférica (RANG et al.,, 1991). O leucotrieno D4 (LTD4), assim
como outros leucotrienos formados por acdo das lipoxigenases, ndo age
diretamente sobre neur6nios sensoriais mas sim atraves da liberacdo de um
hidroxiacido bioativo, o dihidroxieicosatetraendico (DIHETE), de leucdcitos
polimorfonucleares (LEVINE et al., 1986). Por sua vez o LTD4 produz, em
tecidos inflamados, uma rapida interacdo na expressdo de genes com a finalidade
de estimular a sintese e liberacdo de eicosandides em macrofagos e basofilos
(SAMUELSSON et al., 1987). O LTD4 é também capaz de induzir a liberacdo de

um neuropeptideo abundante em nociceptores polimodais C, a substancia P
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(BLOOMQUIST & KREAM, 1987). A bradicinina (BK) assim como a 5-HT,
tem dois papéis no desenvolvimento da dor inflamatoria: ativacédo e sensibilizacao
de nociceptores. Ativacdo de nociceptores causa uma dor patente, imediata,
enquanto que a sensibilizacdo dos nociceptores € responsavel pelo
desenvolvimento da hiperalgesia inflamatoria (FERREIRA et al., 1993). A BK
exdgena produz dor por ativar e/ou sensibilizar fibras aferentes nociceptivas C e
A (COLHER & LEE, 1963; FRANZ & MENSE, 1975; BESSON &
CHAOUCH, 1987; SZOLCSANYI, 1987). A BK mduz a producdo de Fator de
necrose tumoral a (TNFoc) e IL-1 em culturas de linhas celulares de macrofagos

de munnos (TIFFANY & BURCH, 1989).

O agente inflamatorio carragenina induz a producdo de TNFoc, o qual ativa
uma cascata de liberagdo de citocinas. IL-8, induzida por TNFoc, estimula a
liberacdo de simpatomiméticos hiperalgésicos (hiperalgia simpatoinimética)
enquanto que IL-1J3 e IL-6, induzidas por TNFoc, estimulam a liberacdo de
produtos da ciclooxigenase hiperalgésicos (Hiperalgesia inflamatoria) (CUNHA

et al., 1992).

O teste da placa quente é um teste utilizado para o estudo de drogas
analgésicas que agem a nivel de medula espinhal, onde o sistema supra-espinhal
tem vital importancia (YASKSH & RUDY, 1977). Tal teste, assim como o da
retirada da cauda e o das contor¢Ges abdominais, ocorrem através de estimulos
fasicos de alta intensidade e suas respostas nociceptivas sdo de curta duracdo

(TIOLSEN et al., 1992; GYRES & TORMA, 1984).

O teste da fonnalina é um modelo de dor que possibilita avaliar o modo

como um animal responde a dor continua, moderada, gerada por um injdria
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tissular (TJOLSEN et al., 1992). Devido esta conexdo com a injuria tissular,
pressupde-se que o teste seja um modelo de dor clinica mais valido que os testes
com estimulos fasicos mecanicos ou térmicos (DUBUISSON & DENNIS, 1977;
ABOTT et al.,, 1981, 1982; ALREJA et al.,, 1984). Este modelo nociceptivo
apresenta duas fases distintas: uma fase transitoria inicial, a qual ocorre nos
primeiros cinco minutos e uma fase tonica tardia, evidente 15 a 30 minutos apos a
injecdo. A fase inicial reflete a estimulacéo direta dos nociceptores, enquanto a
fase tardia pode estar associada com a liberacdo de mediadores inflamatorios
(DUBUISSON & DENNIS, 1977; HUNSKAAR et al., 1985, 1986; ROSLAND
et al., 1990).

Substancia P e BK participam na fase inicial enquanto HA, 5-HT,
prostaglandinas e BK estdo envolvidas na segunda fase (SHIBATA et al., 1989;
CORREA & CALIXTO, 1993). Parece que além da inflamagdo periférica,
alteracdes no processamento central sdo necessdrias para a segunda fase
(TJOLSEN et al., 1992). Os aminoéacidos excitatérios L-glutamato e L-aspartato
estdo envolvidos no desenvolvimento da sensibilizagdo central e nocicepcéo

persistente associadas a injecdo de formalina (CODERRE & MELZACK, 1992).

Drogas antiinflamatorias esteroidais e ndo esteroidais como a indometacina
reduzem o comportamento nociceptivo durante a segunda fase enquanto a
primeira fase parece ndo ser afetada (HUNSKAR & HOLE, 1987; ROSLAND et
al., 1990). Drogas de acdo central como o0s narcoticos inibem ambas as fases

(HUNSKAR & HOLE, 1987).
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Foi proposto que o ON desempenha um papel importante na sensibilizacao
central e na persisténcia da nocicepcdo em consequéncia da injaria tecidual

causada pela formalina (MOORE et al., 1991; SHIBUTA et al., 1996).

O ON ¢ sintetizado apartir do aminoacido L-arginina por uma enzima a ON
sintetase. Existem pelo menos dois tipos desta enzima. Uma é constitutiva
dependente de Ca2t/calmodulina, citosélica e libera ON por curtos periodos em
resposta a estimulacéo fisica ou do receptor. O ON liberado por esta enzima atua
como um mecanismo de transducao fundamental a diversas respostas fisioldgicas.
A outra é induzida apo0s a ativacdo de macréfagos, de células endoteliais e de um
numero de outras células, por citocinas e, uma vez expressa, sintetiza ON por
longos periodos. E uma enzima citosolica, independente de Ca e requer
tetrahidrobiopterina assim como outros co-fatores; sua indugdo é inibida pelos
glicocorticoides. E provavel que o ON liberado por esta enzima esteja envolvido
em processos patologicos, entre os quais vasodilatacdo patoldgica e dano tissular

(MONCADA et al., 1991).

Células endoteliais zri vitro sdo capazes de liberar ON em resposta a uma
grande variedade de substancias como: BK (PALMER et al.,, 1987), HA
(SAKUMA & LEVI, 1988) e 5-HT (LUSCHER et al.,, 1990). Macréfagos
ativados por lipopolissacarideos ou citocinas também levam a formacdo de ON
(AMBER et al., 1991). Agentes flogisticos como carragenina e mediadores
inflamatdrios como o LTD4 sdo também indutores de sintese e liberagdo de ON a

partir de leucocitos polimorfonucleares (RIMELE et al., 1988).
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MONCADA e colaboradores (1989) propuseram que 0 ON desempenha
um papel importante ndo somente sobre musculo liso vascular mas, também,

sobre os sistemas nervosos central e periférico bem como sobre o sistema imune.

1.7- PRESSAO ARTERIAL MEDIA (PAM)

A PAM é o produto do débito cardiaco (DC) e da resisténcia vascular
periférica (RVP) e pode ser diminuida pela acdo de drogas sobre um ou ambos o0s
parametros (OATES, 1996). O DC é o produto do débito sistolico (DS) e da
frequéncia cardiaca (FC). O DS é o volume de sangue bombeado em cada
contracdo (CARVALHO & COSTA, 1979). Drogas podem reduzir o DC por
inibir a contratilidade do miocardio ou diminuir a pressdo de enchimento
ventricular. Reducgdo na pressdo de enchimento ventricular pode ser obtida por
drogas que ajam sobre o tdnus venoso ou sobre o volume sanguineo via efeitos
renais. Drogas podem reduzir a resisténcia periférica por agirem sobre o musculo
liso e causar relaxamento dos vasos de resisténcia ou por interfirirem com a
atividade dos sistemas que produzem constricgdo dos vasos de resisténcia (p. ex.

0 sistema nervoso simpatico) (OATES, 1996).

Os. vasos em geral ndo possuem inervacdo parassimpatica, a excecao
dos vasos da genitalia, que sdo inervados pelo segmento sacro do parassimpatico.
Assim a musculatura vascular recebe inervacdo simpatica extensa. A inervacao
simpatica é de dois tipos: 1) vasoconstrictora (geral): de tipo adrenérgico,
extensamente distribuida a todos os vasos arteriais e venosos e, particularmente a
rede arteriolar. A atividade destas fibras é de carater tbnico regulada reflexamente

pelo SNC. 2) vasodilatora (especial): de tipo colinérgico, distribuida quase
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exclusivamente aos vaso da musculatura esquelética. Estas fibras estdo
normalmente silentes, s6 sendo ativadas em situacdes de emergéncia

(CARVALHO & COSTA, 1979).

A porcéo central responsavel pelo controle do sistema vasoconstritor é o
centro vasomotor localizado bilateralmente principalmente na substancia reticular
do bulbo e no terco inferior da ponte. O centro transmite impulsos
parassimpéticos através do nervo vago para o coracdo e transmite impulsos
simpaticos através da medula e nervos simpaticos periféricos para todos ou quase

todos os vasos sanguineos do corpo (COVELL, 1990).

Embora a organizacdo total do centro vasomotor ndo esteja ainda
esclarecida é possivel identificar certas areas importantes como uma area
vasoconstrictora que excita 0s neurdnios vasoconstrictores do SNC, uma area
vasodilatora (area “C-1”) cujos neurdnios emitem fibras que se projetam para
cima da area vasoconstrictora (area “A-1") e inibem a atividade vasoconstrictora
causando vasodilatacdo e, uma &rea sensorial (area “A-2") cujos neur6nios desta
area recebem sinais nervosos sensoriais principalmente dos nervos vago e
glossofaringeo. Os sinais que chegam desta area sensorial ajudam a controlar a
atividade das éareas vasodilatoras e vasoconstrictoras, assim proporcionando
controle ‘reflexo” de alguma funcgdes circulatérias (GUYTON & HALL, 1996).
Os mecanismos reflexos envolvendo barorreceptores e quimiorreceptores

estariam sob controle desta area.

Os barorreceptores sdo conhecidos como receptores de estiramento e

respondem rapidamente a modificacfes na pressao arterial; a taxa de impulsos de
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disparos aumenta durante a diastole e diminui durante a sistole (HEYMANS &

NEIL, 1958).

Os quimiorreceptores podem ser divididos em dois grupos, arterial e
cardiopulmonar (BISCOE, 1971). Estes tipos de receptores sdo 0S responsaveis
pela regulacdo local do tdnus da musculatura lisa dos vasos situados na
intimidade do tecido ou do o6rgdo em causa. Dentre as varias espécies
moleculares que podem afetar o tonus vascular temos o CO2 e ET que provocam
vasodilatacao tecidual; o O2, cujo aumento da concentracdo a nivel do miocéardio
causa vasoconstriccdo coronariana (CARVALHO & COSTA, 1979); metabolitos
como ADP, adenosina e outros, liberados em condi¢des de anaerobiose, possuem
acentuada acdo vasodilatadora (RUBIO & BERNE, 1969; CARVALHO &
COSTA, 1979).

Existe ainda um numero aprecidvel de substancias naturais liberadas em
condicdes fisioldgicas ou patologicas que exercem influéncia sobre o tdnus
vascular. Podemos citar como exemplos o sistema renina-angiotensina envolvido
na regulacdo hidro-salina, a HA envolvida nos processos alérgicos que provoca
vasodilatacdo e aumento de “polipeptideos vasoativos” ligados ao sistema
calicreina-BK que sdo substancias vasodilatadoras liberadas nos tecidos em

certas condigbes (CARVALHO & COSTA, 1979; BEST & TAYLOR, 1990).

1.8- OBJETIVOS

1.8.1- GERAIS
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- Caracterizar os efeitos fannacoldgicos do OEMV e seu principal constituinte,
OP, em musculo liso gastrointestinal e wvascular procurando elucidar o(s)
provavel(is) mecanismo(s) de acdo com fins de sua utilizacdo terapéutica ou
como uma possivel ferramenta fannacologica.

- Avaliar seus efeitos toxicoldgicos, atividade analgésica e antidiarreica.

1.8.2- ESPECIFICOS

- Verificar a participacdo do sistema nervoso nos efeitos do OEMV e OP.

- Estudar os efeitos do OEMYV e OP sobre a contracdo do ileo de cobaia que

depende da liberacdo de Ca2+ intracelular.

- Estudar os efeitos do OEMV e OP sobre as contracdes induzidas por ACh, HA

e potassio.

- Estudar os efeitos do OEMV e OP sobre as contragées que independem de

receptores especificos, induzidas por TEA e K+

- Auvaliar os efeitos do OEMV sobre o tdnus basal e as movimentagdes ritmicas
das musculaturas circular e longitudinal gastricas bem como sobre 0s mesmos
pardmetros do esfincter pildrico.

- Determinar as DL50 do OEMV e OP.

- Avaliar os efeitos téxicos do OEMV e OP através do estudo da toxicidade

subaguda.

- Determinar o provavel mecanismo de acdo envolvido na atividade analgésica.

- Determinar o provavel mecanismo de acdo responsavel pela atividade

antidiarreica.
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2 - MATERIAL E METODOS:

2.1 ISOLAMENTO E CONSTITUICAO DO OEMV E OP

Utilizamos em nosso trabalho o0 OEMV e seu principal constituinte o OP.
A exsicata de Mentha x villosa n° 27.286 ¢ idéntica a exsicata n°® 18.681 cuja
determinacéo foi feita pelo Dr. Raymond Harley do Royal Botanic Garden, Kew
(U. K.), ambas preparadas com material coletado no Horto de Plantas Medicinais
da UFC. O o0leo essencial foi extraido de plantas cultivadas na fazenda
experimental da UFC no municipio de Pentecostes, Ceara. O processo de
isolamento do OEMV e do OP obedeceu ao seguinte método: as folhas frescas
moidas da planta eram colocadas em um frasco de vidro, conectado em um dos
terminais a um vaso de vidro contendo agua em ebuli¢do e o outro terminal a um
condensador com &gua fria. O vapor d’agua ao passar através das folhas
arrastava substancias volateis encontradas no material formando uma mistura de
vapores. Apds a passagem no condensador ocorria a separacdo das fases
hidrofobicas e hidrofilicas, separadas por decantagdo (CRAVEIRO et al., 1976).
Na fase hidrofébica ficava retido o OEMYV, enquanto na fase hidrofilica
encontravamos o hidrolato o qual era tratado com diclorometano, o qual foi
evaporado fornecendo o OP (peso molecular 166,099) (Fig. 2) (BUCKINGHAM,
1994) que é encontrado nas amostras em uma percentagem de 91,09-100%. A
auséncia do diclorometano no OP foi determinada por cromatografia gasosa e
espectometria de massa. A composi¢do do OP e OEMV também foi determinada
por cromatografia gasosa e espectometria de massa. O OEMYV mostrou conter:
OP, 79,03%; p-cariofileno, 2,82%; limoneno, 2,38%; Oxido de cariofileno 2,29%;

y-muuroleno 2,18%; 1,8- cineol, 1,58%; i0o- pineno, 1,42%; outros constituintes
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com pequena participacdo 3,72%; constituintes nédo identificados, 0,86% e

impurezas 3,32%.

2.2 SOLUCOES FISIOLOGICAS

Os sais utilizados no preparo das solucdes fisiologicas foram de grau de
pureza analitica obtidos das companhias Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA),
Merck Sharp Dohme (Darmstadt, Germany) ou Reagen (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil). A solugdo nutritiva de Tyrode tinha a seguinte composi¢do (em mM):
NaCl, 136; KC1, 5; CaCl2, 2; MgCl2, 0,98; NaH2PO4, 0,36; NaHCO3, 11,9;
glicose, 5,5. As solugbes com alto teor de K+ (60 mM) foram feitas substituindo-
se isotébnicamente o NaCl por KC1. As solugbes zero calcio nominal foram
preparadas sem a adicdo de CaCl2 a solucdo nutridora. A solucdo de NaCl 0,9%
(solucgdo salina) continha 154 mM de NaCl. O pH do Tyrode foi ajustado através

de HC11 N e/ou NaOH 1 M.

2.3 DROGAS

As solucdes de acetilcolina (ACh), atropina (AT), acido etileno - bis (B-
amino - etil - éter - N, N, N’, N’ - tetracético) (EGTA), hexameténio (HEX) e
histamina (HA) foram preparadas em H20 destilada (solucdo estoque) e
adicionadas diretamente na solugdo de Tyrode. A solucdo estoque de TTX foi
preparada em citrato de sédio com pH entre 4 e 5. A nifedipina (NIF) foi,
segundo BAUER et al., (1995), preparada em etanol e protegida da luz. O
dibutirato de forbol (PDB) foi dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO) e

estocado na concentracdo de 102 M; desta preparava-se uma solucdo aquosa
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103 M e, adiciondvamos 0,1 pl na camara para 6rgdo isolado contendo 10 ml de
Tyrode As solugbes do OEMV e do OP foram preparadas por adicdo de Tween
80 0,1% v/v seguida de agitacdo manual e sonicacdo; ap0s a homogenizacéo
estas eram adicionadas a solucdo de Tyrode. Nas solu¢des mais concentradas de
OEMYV e OP houve uma diluicdo do veiculo de 1/50.000. Nestas concentracdes 0
veiculo ndo modificou o efeito. As solugcbes estoques eram armazenadas a 4 °C
até o seu uso. As drogas utilizadas neste trabalho foram de natureza analitica,
obtidos das companhias Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA) e Merck
(Darmstadt, Germany). A excecdo diz respeito ao 0leo de ricino e de améndoa

que pertencem ao laboratério Madrevita (Fortaleza, CE, Brasil).

2.4 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Utilizamos em nossos estudos os seguintes animais: cobaias albinos (Cavia
porcellus) machos, pesando entre 250 - 450 g, oriundos do Biotério do Centro de
Hematologia e Hemoterapia do Ceara (HEMOCE); ratos Wistar, adultos, machos
e fémeas, pesando entre 110 - 350 g e camundongos Swiss albinos, machos
pesando entre 20 - 35 g; todos provenientes do Biotério Central da UFC, situado
no Campus do PICI e mantidos no Biotério do Departamento de Fisiologia e

Farmacologia da Faculdade de Medicina da UFC.

2.5 EXPERIMENTOS IN VITRO

Foram utilizados cobaias machos pesando entre 250 e 450 g. Uma vez

sacrificado o animal, por concussdo cerebral, era feita uma incisdéo mediana que

se estendia desde a regido toracica até a regido inguinal com o objetivo de
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localizacdo e retirada dos 6rgdos a serem utilizados. Foram retirados a aorta
toracica, estbmago e ileo distai. Apds a cuidadosa remocgdo da aorta, esta foi
rapidamente colocada em uma solucdo nutridora de Tyrode, aquecida a 37 °C e
feita a remocdo de tecidos anexos. Uma vez limpo, a artéria foi cortado
transversalmente, formando anéis de aproximadamente 5 mm de comprimento, 0s
quais foram fixos por duas hastes de aco em forma de tridngulos, presas a fios de

algodéo.

Para avaliarmos os efeitos do OEMV e OP no componente contratil da
ACh que ndo depende do Ca2+ extracelular induzimos contracdes com ACh em
solugdo OCa com 0,2mM de EGTA. Em seguida, mediu-se a amplitude da
contragcdo promovida por 60 mM de ACh na presenca e na auséncia do OEMV
ou OP ap6s a preparacdo ficar exposta no meio 0Ca2+ com 0,2 mM de EGTA
durante 3 minutos. Quando nesse meio as contragdes subsequentes e
consecutivas induzidas pela ACh se tomaram menores que a anterior, até o seu
completo desaparecimento; 0 que sugere um esvaziamento do depoésito de Ca2+
mobilizado pela ACh, nessas condi¢cbes. O recarregamento desse depdsito era

feito através de uma contracdo induzida por 60 mM de K+

Avaliamos também os efeitos do OEMV e OP sobre as contragbes
produzidas pela ACh em presenca de nifedipina. Nesse estudo comparamos
inicialmente a contracdo potassica com a contracdo da ACh. A concentracdo de
nifedipina (0,3 pg/ml) foi suficiente para bloquear a contracdo induzida por 60
mM de K+ em solugdo contendo 2 mM de Ca2+. Antes de repetirmos a contracao
da ACh a preparacdo era incubada durante 3 minutos com a nifedipina. Para
avaliarmos o efeito do OEMV ou OP em presenca de nifedipina, a preparacéo era

incubada durante 2 minutos em um dos dois farmacos e mais 3 minutos em
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nifedipina, perfazendo um total de 5 minutos de incubacdo em OEMV ou OP. A
retirada do OEMYV ou OP através de lavagens sucessivas com Tyrode normal foi

suficiente para a recuperagdo da preparacéo.

Nos ensaios com estdbmago de cobaia foram retiradas tiras musculares
longitudinais e circulares da regido do corpo do estdmago, de aproximadamente 2
- 3 cm de comprimento x 3 mm de largura, das quais a camada mucosa foi
cuidadosamente removida. O esfincter pilérico também foi removido,
cuidadosamente dissecado e preso em hastes de aco com forma de triangulo

presas a fios de algodao.

Do ileo foram retirados segmentos longitudinais de 2 cm de comprimento e
tiras musculares circulares de 1 cm de comprimento x 3 mm de largura, a uma
distancia de 10 - 20 cm da valvula ileo-cecal. As preparacfes acima citadas, com
excecdo da aorta toracica e esfincter pilérico, foram amarradas nas suas

extremidades com fio de algodao.

Todas as preparacBes foram mergulhadas em camaras para 6rgdo isolado
contendo 10 ml de Tyrode aquecido a 37 °C, pH 7,4 e oxigenadas por
borbulhamento de ar. Na maioria dos experimentos, apés um intervalo de 30 - 60
minutos (tempo necessario para a adaptacdo da preparacdo as novas condicdes),
duas contracdes foram evocadas através da substituicdo do liquido nutritivo
normal por outro contendo 60 mM de K+ A maioria dos dados deste trabalho séo

normalisados como um percentual da meédia destas duas contrag¢des iniciais.

O registro das contracdes isométricas foi feito em poligrafo Grass, modelo

5D, através da fixacdo de uma das extremidades da preparacdo a uma base fixa e
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a outra a um transdutor de forca (Grass, modelo Ft 03, Quincy, Mass., EUA);
também alguns experimentos tiveram seus efeitos registrados em quimografo
através de alavancas isotdnicas de inscricdo frontal com uma amplificacdo de 7
vezes ou alavancas de inscri¢cdo tangencial acopladas a manémetro de condom.
As tensBes de repouso variaram de 0,5 gramas (aorta toracica), 1,0 grama
(segmento longitudinal de ileo) e 1,5 grama (musculatura circular e longitudinal

de estdbmago, musculatura circular de ileo e esfincter pilérico).

Para se medir os efeitos do OEMV e OP sobre o tdnus muscular
espontaneo considerava-se linha basal controle a linha tragada sem modificagses,
durante um determinado tempo, pela preparagcdo em estudo. Modificacbes para
cima da linha de base foram consideradas como contra¢des; o oposto foi
considerado como relaxamento. Para mostrar que as modificacdes existentes
foram causadas pelas drogas, um outro fragmento do mesmo 6rgdo era colocado
em uma camara para 6rgao isolado vizinha e seu tracado registrado no mesmo

intervalo de tempo do fragmento tratado.

A amplitude das contracBes esponténeas representa a média da amplitude
das seis maiores contracdes. A frequéncia das contragdes espontaneas foi
calculada considerando-se o0 numero de contragdes em um intervalo de tempo de

10 minutos e ferram expressos em movimento/minuto.

No estudo da circulagdo mesentérica utilizamos ratos Wistar pesando entre
200 - 250 gramas. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical
seguido de uma incisdo na cavidade abdominal com a finalidade de localizagdo
da artéria mesentérica principal. Em seguida, foi dissecada no ponto de insercéo

com a aorta abdominal e canulado neste local. Ao nivel da porcdo colénica final
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uma das ramificacdes finais da artéria mesentérica foi ligada e cortada. Atraveés
de uma ligeira tensdo toda a circulacdo mesentérica foi desligada das visceras
intestinais e removida do animal. Esta preparacdo foi perfundida com solucdo
nutridora de Tyrode a uma pressdo constante (53 cm de H20), pH 7,4 ¢

temperatura de 37 °C.

A preparacédo foi deixada em repouso durante 30 minutos para se adaptar
as novas condi¢des. Transcorrido esse tempo, fazia-se a primeira coleta do
liquido de perfusdo, por gotejamento, durante um minuto e media-se o volume.
Um minuto apés, fazia-se uma nova coleta e medida. Quando o volume tomou-se
estavel, apos trés medidas consecutivas tomou-se a média desses valores como o0
fluxo controle. Em seguida, a preparacdo era perfundida com uma solucdo de
Tyrode contendo 60 mM de K+, e cinco minutos depois media-se o fluxo
mesentérico em periodos intercalados de 1 minuto, até se conseguir estabilidade

das medidas de fluxo para a solugdo com alta [K+],

Para se avaliar os efeitos vasodilatadores do OP nos vasos da circulagcdo
mesentérica, utilizaram-se concentracdes crescentes do OP na presenca de 60
mM de K+ A cada mudancga na concentracdo do OP, esperava-se 5 minutos antes
de ser feita a primeira coleta e medida. Transcorrido esse tempo o procedimento

era igual ao ja descrito anteriormente.

Para as medidas eletrofisiologicas, usou-se a técnica do microeletrodo
intracelular. Os potenciais transmembranas foram medidos atraves de
micropipetas (resisténcia de 50 - 100 MQ) preenchidas com 3 M de KC1 e

conectadas, através de fio de prata, a um eletrometro (modelo M4-A, New
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Haven, CT) e monitorados em um osciloscopio (Tektronix, model 511 IA,

Beaverton, OR, USA).

2.6 EXPERIMENTOS IN VIVO

2.6.1 Determinacéo da DL50 (dose letal para 50% dos animais tratados):

Para a determinacdo da DL50 por via oral utilizamos grupos constituidos de
10 camundongos pesando entre 20 - 30 g. Cada grupo recebia por via oral através
de uma canula oro-gastrica, diferentes doses do OEMYV ou OP. Em seguida 0s
animais eram colocados em gaiolas com racdo e agua ad libitum e observados
durante 48 h. A determinacdo da DL50 foi feita através da interpolacdo
semilogaritmica, onde foram plotados no eixo das ordenadas os valores dos
probitos correspondentes ao percentual de mortes e, no eixo das abcissas as

doses de OEMV e OP usadas.

2.6.2 Toxicidade sub-aguda:

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar, machos e fémeas, pesando
entre 110 - 150 g. Cada grupo foi constituido por 10 animais (5 machos e 5
fémeas) e separados em gaiolas de acordo com o sexo. Os grupos foram tratados
diariamente por via oral com as doses de 40 ou 80 mg/kg do OP e 55 ou 110
mg/kg do OEMV (10 ou 20% da DL50), durante 30 dias. O grupo controle
recebeu um volume correspondente de agua destilada e tween 80 0,1% v/v. Os
animais foram anestesiados com eter etilico e, atraves de um tubo de
microhematdcrito, foi feita a puncdo do sangue no plexo venoso orbital. Este

procedimento foi feito no inicio e no fim do tratamento para a analise de
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parametros bioquimicos e hematoldgicos, os quais foram realizados através do
laboratorio de analises clinicas do HUWC. Os animais eram pesados
semanalmente e, diariamente os animais eram observados para evidenciacdo de

alteracBes comportamentais ou de natureza toxica.

2.6.3 Atividade antinociceptiva:

2.6.3.1 Teste das contorc¢des abdominais induzidas pelo acido acético

A metodologia utilizada neste ensaio seguiu o modelo proposto por
VANDER WENDE & MARGOLIN (1956) para ratos, e modificado por
KOSTER e cols. (1959) para camundongos. Utilizamos camundongos Swiss,
machos, pesando 20 - 30 g. Cada grupo experimental foi constituido de 10 a 20
animais. Os animais eram deixados em jejum de 8 - 12 h a noite prévia. A via de
administracdo do acido acético a 0,6% (v/v) foi a intraperitoneal (i.p) e injetado
um volume de 0,1 ml/10 g de peso. Em seguida era feita a contagem do ndmero
de contorgdes abdominais durante 20 minutos sendo iniciada a contagem 10 min.
apés a injecdo do acido. Uma hora antes da avaliagdo os animais dos grupos
controle e tratados receberam por via oral (v.0), agua destilada mais tween 0,1%

e, 10, 100 e 200rmg/kg de OEMV e OP, respectivamente.

2.6.3.2 Teste da formalina

Segundo HUNSKAAR e cols. (1985) o teste da formalina consiste na

injecdo intraplantar de formalina (20 p.l de uma solucdo a 1% v/v) na pata direita
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traseira do camundongo e registrado o tempo, transcorrido em segundos, que 0
animal passa lambendo a pata durante as fases inicial (O-5 min.) e tardia (20 - 25
min.) (TJOLSEN et al., 1992). Nesses animais o teste deve ser realizado a
temperatura ambiente de 22 - 23 °C ou 26 - 28 °C e na auséncia de fatores
experimentais que possam afetar o fluxo sanguineo periférico, devido a grande

sensibilidade das resposta na segunda fase (tardia).

Neste teste utilizamos camundongos Swiss (20 - 30 g), machos, em jejum
de 12 h. As doses de 50, 100 e 250 mg/kg de OEMV e OP foram administradas
por via oral, através de uma canula oro-gastrica, 1| hora antes da injecdo
intraplantar de formalina. Os animais do grupo controle receberam, por via oral,
uma solucédo de &gua destilada contendo tween 0,1% num volume de 0,1 mVIO ¢

de peso, uma hora antes da injecdo de formalina.

A naloxona (2 mg/kg), um antagonista opidide, foi administrada por via
subcuténea (s.c) 15 min. antes do tratamento com OEMV e OP ou morfina (4

mg/kg, s.c), administrada 30 min. antes da injecdo de formalina.

2.6.3.3 Teste da placa quente

E um teste utilizado quando se pesquisa substancias que agem a nivel do
SNC. Este teste, proposto por WOLFF & MCDONALD em 1944 e modificado
por outros pesquisadores (CARLINI, 1973), consiste em colocar camundongos
sobre uma placa quente (50 £ 5°C) e observar quantos segundos 0s animais
levam para manifestar uma reacdo (lamber as patas posteriores ou saltar sobre a

placa) ao estimulo térmico. Os camundongos que apresentaram uma dessas
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reacBes em um intervalo de tempo de até 20 segundos foram selecionados para o
teste. Cada grupo tratado foi constituidos por 10 animais pesando entre 20 e 30
g. O grupo controle (n=19) recebeu, por v.o., salina 0,9% e o0s grupos tratados
receberam as doses de 100 e 200 mg/kg de OEMV e OP, | hora antes, pela
mesma via. A morfina (10 mg/kg) foi administrada por via s.c. e, imediatamente

apos, os animais foram colocados na placa quente.

2.6.4 Pressao arterial média

Para analisar os efeitos do OEMV e OP sobre a PAM foram utilizados
ratos Wistar, machos, adultos, pesando 180 - 350 g. Os animais foram
anestesiados com uretana (1,2 g/kg) por via i.p. e, uma vez verificado que o
animal apresentava um estado de anestesia cirurgica, este foi fixado com fio de
algoddo através dos dentes incisivos superiores e das patas posteriores, em
decubito dorsal a uma placa de cortica. Uma lampada incandescente foi colocada
proxima ao corpo do animal na tentativa de regular a temperatura corporal entre
36 - 37 °C . A cirurgia consistia inicialmente em localizar e isolar a veia iliaca
externa em uma das patas e introduzir um tubo de polietileno (n2 60) com uma
ponta de agulha (30 x 8) preenchido com solugdo salina heparinizada. Em
seguida, foi feito uma incisdo longitudinal da pele, na face ventral do pescoco e
afastava-se as glandulas salivares parotidianas. Uma vez localizados, os muasculos
estemo-cleido-mastéideo e hidideo, com uma pinca afastava-se as fibras
musculares do musculo hidideu até encontrar-se o feixe carotida-nervo vago. A
carotida foi isolada do nervo vago, tendo-se o cuidado para ndo lesarmos este
altimo; dava-se um né com uma linha localizada mais cefalicamente, enquanto

que outra linha era colocada a frente da pinca buldog com a finalidade de fixar a
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canula acoplada ao mandémetro de condon a carétida. Esta canula foi também
previamente heparinizada. Apo6s 10 min. de estabilizacdo da PAM, o OP e
OEMV foram injetados na forma de bolus, nas doses de 0,3; 1; 3; 5 e 10 mg/kg e
0,3; 1, 3; 5 10 e 20 mg/kg, respectivamente. As injecdes endovenosas foram
feitas em um intervalo de tempo de 15 - 30 segundos e ndo ultrapassaram o
volume total de 0,3 ml, com o objetivo de se evitar alteragcbes hemodinamicas nas
respostas das preparacGes. O registro das alteracdes pressoéricas foi feito em
qguimografo e expresso como Vvariagcdo da pressdo arterial em relagdo a pressao

arterial controle.

2.6.4.1 Frequéncias cardiaca e respiratéria, parametros hematoldgicos e

gasometria.

Nos animais usados para estudo das variacOes de pressdo induzidas pelo
OEMV e OP, também foram analisados se estas substadncias promoviam
alteracdes das frequéncias cardiaca e respiratoria, dos parametros hematolégicos
e de gasometria. Os eletrodos eletrocardiograficos foram implantados nas axilas
direita e esquerda e regido inguinal direita e esquerda. A monitorizacdo da
frequéncia respiratoria foi feita através da contagem dos movimentos
respiratorios a' cada minuto, com o auxilio de um crondmetro. Apds a
administracdo da ultima dose de cada uma das drogas em estudo, 0 sangue
arterial era colhido através da canula implantada na artéria carétida através de
uma seringa descartavel de 3 ml. As andlises de pH e gasometria foram feitas
através de um gasdometro modelo COMPACT ! Blood Gas Analyzer (AVL), do
Laboratério Central do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC). O

hematocrito foi feito também no Laboratério Central do HUWC.
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2.6.5 Transito intestinal e diarréia

A metodologia adotada foi a descrita por JOSHI e cols. (1987).

Utilizamos camundongos pesando entre 20 - 30 g. Os animais foram
deixados em jejum durante 24 h recebendo somente agua ad libitum. Nos
experimentos desenvolvidos para avaliar os efeitos do OEMV (200, 250 e 300
mg/kg) e OP (10, 100 e 200 mg/kg) sobre o trénsito intestinal normal, estas
drogas foram administradas por via oral 30 minutos antes da solugdo aquosa de
carvdo 10% em 5% de goma ardbica (0,4 ml/animal). Vinte minutos apés a
administracdo da solucdo de carvdo, os animais eram sacrificados atraves de
inalacdo de éter e os intestinos removidos. A distancia percorrida pelo marcador
foi medida e expressa como o percentual do comprimento total do intestino, do

piloro ao ceco.

No estudo da diarréia induzida pelo 6leo de ricino os animais foram
deixados em jejum durante 12 h recebendo agua ad libitum. Os animais foram
mantidos individualmente, em recipientes plasticos onde foram colocados 6
papéis previamente pesados, sendo cada papel analisado ao longo de cada hora
durante 6 h. A anédlise consistia em pesar 0s papé€is e contar o numero de
evacuacdes a cada hora. O grupo controle recebeu 6leo de améndoa (0,1 ml/10 g)
por animal. Os animais do grupo tratado receberam as doses de 1, 10, 100 e 200
mg/kg de OEMYV e OP, solubilizadas em 6leo de améndoa, na proporcéo de 0,1

ml/lI0g. Tanto os animais do grupo controle quanto o0s animais tratados
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receberam, 30 minutos apods, OR (0,5 ml/animal). A administracdo das drogas foi

feita através de sonda gastrica.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos parametros bioquimicos e hematoldgicos da toxicidade
sub-aguda foram expressos como média + desvio padrdo da media (D.P.M.) e
comparados através do calculo do intervalo de confianca de 95% (n=46) obtido
do grupo controle. Foram considerados significativos os valores que ficaram fora
deste intervalo. Os demais resultados sdo apresentados como média + erro padréo
da média (E.P.M), onde n representa o ne de experimentos. S&o considerados
estastisticamente diferentes os resultados que apresentaram probabilidade de
ocorréncia da hipotese de nulidade menor que 5 % (p< 0,05). Para comparacéo
de mais de dois grupos experimentais foram utilizados ANOVA e testes
paramétricos e ndo paramétricos. As CE50 e CI50 foram calculadas por
interpolacdo semilogaritmica e sdo consideradas neste trabalho como a

concentracdo da substancia capaz de produzir 50% do seu efeito correspondente.
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3- RESULTADOS

3.1 EXPERIMENTOS IN VITRO

3.1.1 EFEITO INTRINSECO DO OEMV E DE SEU PRINCIPAL CONSTITUINTE, O
OP

Foram estudados os efeitos do OEMV e OP, sobre a contratilidade de
musculos lisos gastrointestinais de cobaia, sobre alguns parametros
cardiovasculares de ratos e sobre o transito intestinal de camundongos. Os
estudos sobre o ténus foram feitos considerando-se o nivel basal de contracao

sem a interferéncia de substancia exdgena.

3.1.1.1 Efeitos do OEMV e OP sobre o tonus basal e a motilidade de

musculos lisos gastrointestinais:

Para se estudar os efeitos do OEMV e OP sobre o ténus basal (1,0 g para o
musculo longitudinal ileal e 1,5 g para os musculos circular do ileo e estbmago,
longitudinal do estdbmago e esfincter pilérico) e sobre os movimentos ritmicos
gastrointestinais utilizaram-se diversas preparagdes musculares. O OEMV foi
utilizado em concentracdes entre 0,1 e 800 pg/ml enquanto o OP foi utilizado em
concentragOes entre 1 e 740 pg/ml (6 e 4562 pM). Os resultados encontram-se

sumarizados na tabela 1.



Tabela 1. Efeitos do 6leo essencial de Mentha x villosa (OEMV) e 6xido de piperitenona (OP) sobre o tdnus basal e sobre a frequéncia dos movimentos ritmicos dos
musculos lisos isolados intestinal e gastrico de cobaia.

Mentha x villosa Oxido dc piperitenona

PREPARACAO "CE» Efeito maximoc (E.M) aCE50 Efeito maximo"
Tonus basal (T.B) Amplitude das  mov. Relaxamento Tonus basal Relaxamento
ritmicas (A.M.R)

Esfincter do piloro 1,4+0,48¢ 23,2+6,320f 451 + 11,78* — —
(19)b (13) (19)

Musc. circ. gastrico d20,1 +£7,92¢ 37,0 £18,57 18,5 + 11,858 —_ —
(15) (6) (15)

Madsc. long. gastrico d163,3 £37,00 63,5 +12,18 79,6 + 17,70* — —
(22) (10) @

Musc. circ. ileal d19,7+9,00e — 22,4 +7,62* — —
12) (12)

Mdsc. long. ileal d36.1 + 10.26¢ — 17,3 £4,24* 79.7 £ 17.40 13.5 £3.04*
(11) (11) (14) 14)

a, valores de CE50 em pg/ml.

b, valores expressos como média = EPM (nimero de observacdes).
¢, efeito maximo em percentagem da contragdo induzida por 60 mM de K+

d, diferente (p<0,05; ANOVA, Dunn’s method) da CE50 do OEMV sobre o T.B do esfincter pilérico em relagdo as CE» sobre 0 T.B dos diversos musc. gastrointestinais.
s, diferente (p<0,05; ANOVA, Dunn’s method ) da CE50 do OEMYV sobre o T.B do musc. long.

gastrointestinais.

gastrico em relacdo as CE50 sobre o T.B dos diversos musc.

, diferente (p<0,05; ANOVA, Dunn’s method ) da CE50 do OEMV sobre A.M.R do musc. long. géstrico em relagdo a CES0 sobre A.M.R do esfincter pildrico.
8, diferente (p<0,05; ANOVA, Dunn’s method) da CE50 do OEMV sobre o E.M do musc. circ. gastrico em relacdo a CE50 sobre o E.M do musc. long. gastrico.
* diferente (p<0,05; Teste t ndo pareado, Mann-Whitney Rank Sum test). do controle (tbnus basal na auséncia do OEMV ou OP)

00
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Em mdasculos lisos longitudinal e circular de ileo de cobaia (Fig. 3a) o
OEMV e o OP promoveram uma diminui¢cdo do tdnus basal. Na musculatura
longitudinal, OEMV e OP, nas concentracdes de 3 - 700 pg/ml (n=11) e 30 -
740 pg/ml (n=14), promoveram, respectivamente, um relaxamento (p<0,05;
ANOVA, Student-Newman-Keuls test) dose-dependente (vide tabela 2) e
estatisticamente sigmficantes. Na musculatura circular o OEMV nas
concentracfes de 0,3 - 400 pg/ml (n=12) também promoveu um relaxamento
dose-dependente e estatisticamente significante (p<0,05; ANOVA, Dunn’s
Method). As CE5 e a amplitude méxima do relaxamento para 0 OEMV e OP em
cada um dos mausculos lisos encontram-se sumarizados na tabela 1. O OEMV
apresentou uma CE50 significantemente menor (p<0,05; ANOVA, Dunn’s
Method) e um relaxamento méaximo maior, apesar de ndo significante quando

comparado ao OP.

No mdsculo liso circular gastrico de cobaia (Fig. 4) o OEMV néo
promoveu alteracdo significativa sobre o tdnus basal. O mausculo longitudinal
gastrico apresentou em todos os experimentos, um relaxamento dose-dependente
(vide tabela 2) ao OEMV cujo efeito relaxante méximo foi obtida na
concentracdo de 800 pg/ml e foi estatisticamente significante (p<0,05; ANOVA,
Dunn’s Method).



Fig. 3- Efeito miorrelaxante do 6leo essencial de Mentha x villosa (OEMV)
e Oxido de piperitenona (OP) sobre o tdnus basal das musculaturas
longitudinal e circular do ileo de cobaia.

Em a, tracado registrado em quimégrafo, iniciado com uma contracdo de
60 mM de K+, seguido do efeito préprio do OEMV sobre a musculatura
longitudinal do ileo. Os tridngulos com os Vvértices para cima e para baixo
representam, respectivamente, 0 momento da aplicagcdo e lavagem de 60 mM de
K+ Os numeros abaixos da figura representam concentracdes expressas em
pg/ml e os circulos cheios (*) 0 momento da aplicagdo. O circulo vazio (0)
representa a remocdo do OEMYV através de lavagens sucessivas da preparacdo
com Tyrode normal durante 60 min. Transcorrido esse tempo houve recuperagao
da linha de base (tracado horizontal, a direita) e da responsividade do musculo
ao estimulo potéssico de maneira semelhante ao estimulo inicial (dado n&o
mostrado). Observe o relaxamento dose-dependente. As interrupg¢des ao longo
do registro representam o tempo em que o quimégrafo permaneceu parado.
Calibracdo: horizontal, 10 min.; vertical, 1,7 cm. Em b, grafico das alteracdes
médias do tdnus basal das musculaturas longitudinal e circular do ileo induzidas
por OEMV e OP. * concentracbes do OEMV ou OP apartir das quais o
relaxamento é estatisticamente significante em relacdo ao controle (ténus basal

na auséncia de OEMYV e OP) (p<0,05; ANOVA, Dunn’s method).
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Fig. 4- Efeito miorrelaxante do 0leo essencial de Mentha x villosa (OEMYV)
sobre o tbnus basal das musculaturas longitudinal, circular e esfincter
pilorico do estbmago de cobaia.

Em a, tracado poligrafico de uma dose Unica de OEMV (200 pg/ml)
sobre o tonus basal da musculatura longitudinal do estdbmago de cobaia. Observe
o relaxamento e, ap6s a lavagem, o retomo & linha de base do controle. A
esquerda, os triangulos com os vértices voltados para cima e para baixo
representam, respectivamente, o momento da aplicacdéo do OEMV (200 pg/ml) e
a lavagem da preparacdo com Tyrode normal. As interrupcdes ao longo do
tracado representam o0 tempo em que o quimégrafo permaneceu parado.
CalibragOes: horizontal, 2 min.; vertical, 0,23 g de forca. As setas para cima e
para baixo, a direita, representam, o momento da aplicacdo e remocdo,
respectivamente, a preparacdo, de Tyrode com 60 mM de K+ Em b, gréfico das
alteracbes médias do tdnus basal das musculaturas longitudinal e circular do
estbmago e do esfincter pilérico induzidas pelo OEMV (0,1 - 800 pg/ml). *,
concentracdo do OEMV apartir da qual o relaxamento é estatisticamente
significante em relacdo ao controle (tdnus basal na auséncia de OEMV) (p<0,05;

ANOVA, Dunn’s method).
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O OEMV, sobre o tdnus basal do esfincter pilorico, induziu um padrdo de
relaxamento semelhante ao produzido sobre o musculo circulai' gastrico. Em
pequenas concentracdes 0 OEMV (0,1 - 5 pg/ml) induziu um relaxamento cuja
amplitude méxima foi de -45,1 + 11,78 percentuais da contracdo induzida por 60
mM de K+, em relagdo ao controle. Nas concentracbes de 10 - 200 pg/ml, o

OEMYV promoveu relaxamentos médios menores, voltando ao nivel do controle.

Em todos os experimentos onde se avaliou o efeito do OEMV sobre o
tébnus basal, tanto nas preparacdes onde foi observado relaxamento ou contragédo

no final do experimento, estes efeitos foram reversiveis pela remocéo do 6leo.

Na atividade ritmica espontanea do musculo circular do ileo de cobaia (Fig.
5 o OEMV, em concentracdes entre 0,3 - 3,0 pg/ml, induziu aumento da
amplitude das movmientacdes ritmicas em seis de nove preparacdes, cuja média
méxima da amplitude foi 60,33 + 13,81% (n=6) em relacdo ao percentual da
amplitude de controle (0,19 = 0,06 g; n=9). A amplitude maxima ndo foi
significativa em relacdo ao controle. A dependéncia do efeito em relagdo a dose
teve, um comportamento bifasico, sendo a amplitude maxima obtida com a
concentragdo de 3 pg/ml, seguida de um decaimento, que evoluiu para blogueio
total desta atividade ritmica com a dose de 200 pg/ml. Essa amplitude maxima,
foi significantemente diferente do efeito inibitério méximo induzido por
concentragdes de OEMYV superiores a 100 pg/ml (p<0,05; ANOVA, Dunn’s

test). Para dose dependéncia vide tabela 2.

Em relagdo a atividade contratil ritmica dos masculos circular (0,39 +0,10

g;n=6) e longitudinal (0,31 £ 0,04 g; n=10) gastricos e do esfincter pildrico



Fig. 5- Alteracdo da amplitude das movimentacdes espontaneas de diversos
musculos gastrointestinais de cobaia induzida pelo 6leo essencial de Mentha
xvillosa (OEMV).

Em a, tracado poligrafico mostrando o efeito de concentracBes crescentes
(pg/ml; mostrado logo abaixo de cada tracado) do OEMV sobre amplitude das
movimentacBes espontaneas do esfincter pilérico de cobaia. Calibragdes:
horizontal, 2 min.; vertical, 0,5 g de forca. Em b, grafico das médias das
alteragcbes de amplitude das movimentacdes espontdneas das musculaturas
longitudinal e circular gastricas, musculatura circular ileal e esfincter do piloro
de cobaia induzidas pelo OEMV. Abscissa, concentragdes do OEMV (0,1 - 200
pg/ml) expressas em pg/ml; ordenada a esquerda, percentual da amplitude
controle (0,31 + 0,04 g de forca, musculatura longitudinal géastrica; 0,39 + 0,10 g
de forca, musculatura circular géstrica; 0,56 + 0,10 g de forca, esfincter
pilorico); ordenada a direita, percentual do efeito maximo da amplitude controle
(0,19 £ 0,06 g de forga, musculatura circular ileal). *, concentracdo do OEMV
apartir da qual ha uma diminuicdo da amplitude estatisticamente significante em
relacdo a amplitude controle (amplitude inicial na auséncia de OEMV) ((p<0,05;
ANOVA, Dunn’s method). #, estatisticamente significante da diminuicao

maxima da amplitude do musculo circular do ileo (p<0,05; Teste t pareado).
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(0,56 = 0,10 g; n=13) de cobaia 0 OEMV induziu, de maneira concentracio-
dependente, uma diminuicdo da amplitude dessas contra¢des; com excecdo do
musculo longitudinal gastrico no qual as concentracdes de OEMV entre 0,1-5
pg/ml induziram um aumento ndo significativo dessa amplitude (Fig. 5). As CE50
do OEMV e os efeitos maximos sobre as atividades ritmicas em cada uma das
preparacfes encontram-se sumarizados na tabela 1. Sobre a amplitude média das
movimentacdes ritmicas o OEMYV, na concentracdo de 400 pg/ml, anulou
totalmente o valor deste parametro nos muasculos circular, longitudinal e esfincter

pildrico.

Em relacdo a frequéncia das movimentacGes ritmicas do musculo circular
do ileo houve também mn aumento, em seis de nove preparacdes, apesar de ndo
significativo, com doses crescentes de OEMYV até 30 pg/ml, cuja média maxima
foi 67,0 £ 13,81% (n=6) em relacdo ao percentual da frequéncia controle (0,9
0,3 mov./min.,, n=9). Com a concentracdo acima de 30 pg/ml, houve uma
diminuicdo do ndmero de contrac¢des ritmicas, cujo minimo foi obtido com 200
pg/ml (Fig. 6). Sobre a frequéncia das movimentacdes ritmicas dos musculos
circular (controle: 3,6 = 0,2 mov./min., n=I 1) e longitudinal (2,8 £ 0,2 mov./min.,
n=17) géstricos, 0 OEMV, nas concentrac¢des entre 0,1 - 50 pg/ml pouco afetou
este parametro, contudo na concentracdo de 100 pg/ml (a qual o que restou de
amplitude ainda permitiu resolucdo na medida da frequéncia) a reducé@o se tomou
mais evidente, 65,3 £ 9,65% para a musculatura circular e 62,8 + 11,71% para a
musculatura longitudinal, sendo significantemente diferente (Teste t pareado) das
respectivas frequéncias controle. Sobre a frequéncia das movimentacdes ritmicas
do esfincter pilérico 0 OEMV na concentracdo de 100 pg/ml reduziu a frequéncia

das movimentacbes ritmicas para 73,7 £13,90% da frequéncia controle



Fig. 6- Efeito do o6leo essencial de Mentha x villosa (OEMYV) sobre a
frequéncia das movimentagbes espontadneas de diversos musculos
gastrointestinais de cobaia.

Em a, tracado poligrafico mostrando o efeito de concentracBes crescentes
(pg/ml; mostrado logo abaixo de cada tragado) do OEMV sobre o esfincter
pilérico de cobaia. Calibragdes: horizontal, 2 min.; vertical, 0,5 g de forca. Em
b, grafico da média das alteracbes de frequéncia das movimentacdes
espontaneas das musculaturas longitudinal e circular gastricas, musculatura
circular ileal e esfincter do piloro de cobaia induzidas pelo OEMV (0,1 - 200
pg/ml). Abscissa, concentracdes do OEMV expressas em pg/ml; ordenada a
esquerda, percentual de frequéncia controle (3,6 £ 0,2 mov./min., para a
musculatura circular gastrica; 2,9 = 0,2 mov./min., para a musculatura
longitudinal géstrica; 3,1 + 0,2 mov./min., para o esfincter pil6rico); ordenada a
direita, percentual do efeito maximo da frequéncia controle (0,9 = 0,29
mov./min., musculatura circular ileal). *, concentracdo do OEMV apartir do
qual h4d uma diminuicdo da frequéncia, estatisticamente significante em relacéo
a frequéncia controle (frequéncia inicial na auséncia de OEMV) (p<0,05;

ANOVA, Dunn’s method).
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Tabela 2. Dependéncia do efeito (variavel dependente) do 6leo essencial de Mentha x villosa (OEMV) e 6xido de piperitenona (OP) em relagdo a concentragdo
(variavel independente). Método de regressao linear para efeito em funcéo do log. da dose (efeito = a * [log(concentracdo)] + 0; a=coeficiente angular, p=coeficiente
linear).

Estrutura Parametro Farmaco Coeficiente Angular Coeficiente R Vide
Faixa de
T. basal Amplitude das Concentragao Valor Pa linear Figura
mov. expontaneas (qg/ml)
Mds. Long. ileo SIM — 5—700 OEMV -7.86 <0.0001 3.60 0.57 3
SIM — 10 — 400 OP -9,07 <0.0001 9.82 0.44 3
Musc. circ. fleo SIM — 0.5—200 OEMV -4,98 0.003 -6,36 0.28 g
— ascendente 0,1 —3,0 OEMV +26.4 0.0166 43.7 0.35 5
descendente 5— 200 OEMV 21,1 0.0064 62.8 0.37 5
Mdsc. long. SIM 50 — 400 OEMV -58,9 <0,0001 92.7 0,50 4
Estdbmago
— SIM 5—100 OEMV -0.189 <0,0001 0.452 0,663 5
Musc. circ. SIM 0,3—50 OEMV -5,76 0,1948 -10.1 0.119 4
Estdmago
— SIM 1—30 OEMV -27,3 0.0611 97,9 0,346 5
Esfincter SIM 0,3—5 OEMV -24,9 0.0300 -31 0.26 4
pildrico
— SIM 1—200 OEMV -36,7 <0,0001 98,6 0.68 5

aP, probabilidade de <x=0, calculado através da variavel t, em que t=coeficiente de regressdo/erro padrdo do coeficiente de regresséio (HARSHBARGER, 1971).
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(3,1 £ 0,2 mov./min., n= 14). A concentracdo de 400 pg/ml reduziu a frequéncia

das movimentacdes ritmicas para 11,1 £ 11,11% da frequéncia controle.

3.1.1.2 Efeitos do OEMYV e OP sobre o0 potencial transmembrana

Em ileo de cobaia mantido em solugdo nutridora com 5 ou 60 mM de K+
mediu-se 0 Em na auséncia ou presenca de 50 pg/ml de OEMV e na auséncia ou
presenca de 100 pg/ml de OP (resultados mostrados na tabela 3). Neste estudo
utilizamos seis tecidos de ileo para 0 OEMVe OP. Conforme pode ser constatado
0 OEMV néo promoveu nenhuma alteracdo significativa nas duas condi¢bes. O
OP, apesar de ndo alterar o Em na solugdo nutridora contendo 5 mM de K+, o fez

guando na presenca de 60 mM de K+

3.1.2 EFEITO DO OEMV E OP SOBRE O SISTEMA CARDIOVASCULAR E
GASOMETRIA DE RATOS ANESTESIADOS

Estudaram-se os efeitos do OEMV e OP sobre o sistema cardiovascular de
ratos anestesiados com uretana dando énfase aos efeitos sobre a pressdo arterial
média (PAM),.«frequéncia cardiaca (FC) e frequéncia respiratéria (FR), pH,

hematdcrito e gasometria (pU2, pCO2, sat. 02, | ICOs’, TCO2, EB, sat. HCO3).

A figura 7 mostra os efeitos hipotensores do OEMV e OP sobre a PAM e 0
tempo de recuperacédo de 50% e 80% (T50 e T480).



Tabela 3. Efeito do 0leo essencial de Mentha x villosa (OEMV) e O6xido de piperitenona (OP) no potencial
transmembrana (Em) de células de ileo de cobaia.

~ Em Em
CONDICAO (5 MM K+) (60 mM K+
Controle a-54,3 £ 0,49 mV (49) -24,0 20,41 mV (37)
Em presenca de OEMV -53,3 £ 0,41 mV (46) -23,5 + 0,36 mV (39)
(50 pg/ml)
Controle -56,4 + 1,01 mV (17) -21,0 £ 0,48 mV (24)
Em presenca de OP -50,7 + 0,87 mV (23) -25,1 +0,76 mV* (25)
(200 pg/ml)

3, 0s valores expressam média + erro padrdo da média do Em expresso em mV(numero de observacdes).
* diferente (p<0,05; Teste t ndo pareado, Mann-Whitney Rank Sum test) do controle.



Fig. 7- Efeitos hipotensores do 0leo essencial de Mentha x villosa (OEMV) e
oxido de piperitenona (OP) sobre a pressdo arterial média (PAM) em ratos
anestesiados e tempo de recuperacao deste efeito.

Em a, tracado registrado em quimoégrafo de um experimento tipico
mostrando a diminuicdo da PAM apo6s administracdo intravenosa de OEMV (a)
e OP (b) em doses crescentes (mg/kg de peso do rato). A seta e o numeral logo
abaixo indicam o momento da administracdo e a dose do 06leo, respectivamente.
Os animais controle ndo apresentaram modificacdo da PAM, mesmo recebendo
igual volume do veiculo (salina contendo tween 80 a 0,1%) aplicado a uma
velocidade entre 15-30 seg. A PAM basal neste experimento foi de 90 mmHg.
Calibracgdes: horizontal, 60 seg.; vertical, 13 mmHg. Em c, grafico da variacao
da pressdo arterial expresso em mmHg induzida pela administracdo intravenosa
(bolus) de OEMV e OP. *, estatisticamente diferente de 0,3 mg/kg (p<0,05;
ANOVA, Dunrfs method). Em d, grafico do tempo de recuperacdo, expresso
em segundos, necessario para recuperar 50% (T50) e 80% (T80) da queda da
pressao arterial promovida pelo OEMV e OP. #, estatisticamente diferente de 3,0
mg/kg (p<0,05; ANOVA, Bonferronfs method). *, estatisticamente diferente de
3,0 mg/kg (p<0,05; ANOVA, Dunn’s method). estatisticamente diferente de
1,0 mg/kg (p<0,05; ANOVA, Dunn’s method). ®, estatisticamente diferente de
1,0 mg/kg (p<0,05; ANOVA, Dunn’s method).
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A PAM basal do grupo controle foi de 71,90 = 5,33 mmHg (n=7). Para os
animais tratados com OEMV e OP, a PAM basal foi de 64,90 £ 291 mmHg

(n=8) e 62,40 £ 3,11 mmHg (n=8), respectivamente.

OEMV e OP foram administrados intravenosamente em bolus com doses
entre 0,3 - 20 e 0,3 - 10 mg/kg, respectivamente. A injecdo do veiculo
correspondente aquele usado para a injecdo da dose de 20 mg/kg de peso
corporal, em condicdes idénticas de velocidade e de volume, ndo promoveram
alteracdo detectavel da PAM. Ambas as substancias reduziram a PAM de forma
significativa e dose-dependente, embora este efeito tenha sido de curta duragéo.
Os tempos de recuperacdo de 50% (T50) e 80% (T80) encontram-se na tabela 4. O
OEMYV na dose de 20 mg/kg de peso causou uma queda da PAM que foi de 16,8
+ 2,7 mmHg da PAM basal; por sua vez o OP (10 mg/kg de peso) promoveu uma

queda de 21,2 + 3,8 mmHg da PAM basal (Fig. 7c).

A FC basal foi de 400 = 14 b.p.m (n=9), 378 £ 17 b.p.m (n=9), 381 + 16
b.p.m (n=9), para o grupo controle, OEMV e OP, respectivamente. A FR basal
foi de 82,1 £ 4,70 m.p.m (n=9), 75,33 £ 3,11 m.p.m (n=9), 76,0 £ 2,90 m.p.m
(n=9), para o grupo controle, OEMV e OP, respectivamente. O pH inicial foi de
74 = 0,02 (n=7), 7,3 £ 0,02 (n=8), 7,3 £ 0,02(n=8), para o grupo controle,
OEMV e OP respectivamente. O hematdcrito de 51,1 + 0,37 % (n=7), 49,00 +
1,43 % (n=8), 51,00 + 1,20 % (n=8), para o grupo controle, OEMV e OP,
respectivamente (Fig. 8). Os valores da gasometria encontram-se na tabela 5. Nao
houve diferenca estatisticamente significante entre os animais do grupo controle e
0s animais injetados com o OEMV e OP na FR, no pH e no hematdcrito;
entretanto, a FC foi alterada significantemente pelas doses de 5 e 10 mg/kg de OP

e 20 mg/kg de OEMV.



Tabela 4. Tempo de recuperacdo em segundos de 50% e 80% do efeito do dleo essencial de Mentha x villosa (OEMV)

e oxido de piperitenona (OP) na pressdo arterial média de ratos.

OEMV (mg/kg) Tho (seg.) T80 (seg.) OP (mg/kg)
(n=10) (n=8)
0,3 — — 0,3
1 — — 1
3 a36,6 + 7,36h 52,2 + 11,86¢ 3
5 42,6 + 12,35 60,5 + 18,74 5
10 58,7 + 10,94 104,4 + 14,84 10
20 99,3 + 16,69 143,6+19,28 —

a, 0s valores representam média £ E.P.M dos T50 e T80 expressos em segundos.
b, diferente de 20 mg/kg do OEMV (p<0,05; ANOVA, Dunn’s method).

¢, diferente de 20 mg/kg do OEMV (p<0,05; ANOVA, Bonferroni’s method).
d, diferente de 10 mg/kg do OP (p<0,05; ANOVA, Dunn’s method).

e, diferente de 10 mg/kg do OP (p<0,05; ANOVA, Dunn’s method).

Tso (seg.)

16,1 +2,7d
32,4 + 15,97
39,1 + 5,58

68,6 + 17,23

Tso (seq.)

17,3 + 6,6¢
42.0 + 19,23
54,4 + 6,91

72,8 £ 15,55



Fig. 8- Efeitos do 6leo essencial de Mentha x villosa (OEMYV) e oOxido de
piperitenona (OP) sobre as frequéncias cardiacas e respiratorias e sobre o
pH sanguineo e hematdcrito de ratos anestesiados.

a e b mostram a diminuigdo da frequéncia cardiaca, monitorada através de
eletrocardiograma, induzida pelo OEMV e OP (mg/kg de peso corporal)
respectivamente. *, estatisticamente diferente do controle (p<0,05; ANOVA,
Dunn’s method). ¢ e d mostram que o OEMV (39,3 mg/kg) e o OP (19,3
mg/kg), respectivamente, ndo afetam a frequéncia respiratoria, e e f mostram o
efeito do OEMV e OP, respectivamente, sobre o pH sanguineo e o hematdcrito
onde, como pode ser observado, ndo houve modificacdo desses parametros

fisioldgicos obtidos de amostras ao final de cada experimento.
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Tabela 5. Efeitos do 6leo essencial de Mentha x villosa (OEMYV) e 6xido de piperitenona (OP) sobre parametros
sanguineos relacionados no transporte de gases e a regulacdo do pH em ratos anestesiados.

pCO2 pO?2 sat. O2 HCO3 TCOz EB sat. HCO3
(mmHg)b « (mmHg) (%) (mmol/1) (mmol/1) (mmol/1) (mmol/1)

Controle 31,37+£3,84c 108,64 +4,80 98,01 +0,37 18,90 + 1,34 19,84 + 1,46 -3,94 £ 0,76 20,67 £ 0,64
(7)a

OEMV 38,52 +4,04 90,79 £ 5,53 95,61 + 1,08 19,89 + 1,43 21,05 + 1,55 -4,94 + 1,05 20,21 +0,90
(8)

OP 35,71 +3,41 103,19 +7,55 96,51 + 1,26 18,40 +£0,72 19,47 £0,77 -6,19 +0,98 19,21 +0,69
(7)

, humero de animais utilizados.

, mmHg, milimetros de mercurio; conteido de 02, em percentuais do valor maximo carreavel pelo sangue; mmol/l,
milimoles por litro.
¢, 0s valores expressam média + erro padrdo da media. Nenhum valor foi significantemente diferente dos outros de uma dada
coluna.
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3.1.3 ESTUDO DO MECANISMO DE ACAO DO OEMV E OP

O OEMV e seu principal constituinte o OP induziram relaxamento, de uma
maneira concentracdo-dependente, na maioria das preparacdes de musculos lisos
gastrointestinais. No entanto, deve ser ressaltado que, sobre a musculatura
circular e sobre o esfincter pilérico do estbmago de cobaia, 0 OEMV, em
pequenas concentracdes (0,1 - 50 pg/ml e 0,1 - 5 pg/ml, respectivamente)
induziu relaxamento em 73% e 94% das preparacdes, respectivamente;
concentragdes maiores que as citadas promoveram contragdo em 26% e 29% das
preparacoes, respectivamente. Em consequéncia desses resultados estudos mais
detalhados se fizeram necessarios para elucidar o mecanismo de acdo do

principal efeito do OEMV e OP, o relaxamento.

3.1.3.1 Participacdo do sistema nervoso

A avaliacdo da participagdo do sistema nervoso no efeito relaxante do
OEMV e OP foi feita através da prévia incubacdo de preparagbes de ileo de
cobaia, durante 10 minutos, com 1 pM de AT mais 500 pM de HEX
(blogueadores de receptores muscarinicos e nicotinicos, respectivamente,
segundo KOSTERLITZ & LEES, 1964) ou com 500 pM de TTX (agente
bloqueador dos canais rapidos de Nat+ e, consequentemente, da conducdo do

impulso nervoso, NARAHASHI et al., 1964).

A adicdo da TTX ocasionou uma diminuicdo do tbnus intestinal que
correspondeu a 10,7 = 1,91% da contragdo induzida por 60 mM de Kt

(contracdo controle). A adicdo do OEMV (50 pg/ml) a preparacdo em presenca
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de TTX causou um relaxamento intestinal total, 21,9 + 3,37% da contracao
controle. Este ultimo relaxamento ndo foi significantemente diferente do
relaxamento produzido pelo OEMV sozinho (18,8 + 2,89% da contracdo
controle; n=5). Em relacé@o ao efeito do OP (200 pg/ml) observamos que, quando
comparado ao relaxamento induzido pelo TTX (7,7 £ 1,22% (n=5) da contracao
induzida por 60 mM de K+), o OP, na presenca de TTX causou um relaxamento
total de 42,4 + 3,83% (n=5) que ndo foi significantemente diferente daquele
produzido pelo OP sozinho (37,6 £ 2,51% da contracdo controle) (Teste t
pareado) (Fig. 9 a-c).

Foi avaliado também o efeito dos bloqueadores ganglionares muscarinicos
(AT, 1 pM) e nicotinico (HEX, 500 pM) sobre o relaxamento induzido pelo
OEMV (50 pg/ml) e OP (200 pg/ml). Em ileo de cobaia a AT associada ao HEX
causou um relaxamento (0,6 £ 0,26% da contracdo induzida por 60 mM Kt
(contragdo controle)) que foi significantemente menor (p<0,05; teste t pareado)
que o causado pela adicdo de OEMV (20,1 = 4,50% da contracdo controle) ao
meio contendo os dois bloqueadores ganglionares. Quando comparado este
relaxamento com o relaxamento induzido pelo OEMV (20,6 = 3,12% da
contragdo controle; n=5) sozinho, constatou-se ndo haver diferenca
estatisticamente significante. Estudo semelhante foi feito utilizando-se desta vez o
OP e observou-se que, na presenca de AT mais HEX, o OP induz relaxamento
(30,0 = 6,13% da contracdo controle) que ndo é significantemente diferente do
relaxamento induzido pelo OP (22,4 = 4,15% da contragcdo controle; n=6)

sozinho.



Fig. 9- Relaxamento do musculo longitudinal de ileo de cobaia induzido pelo
6leo essencial de Mentha x villosa (OEMV) e 6xido de piperitenona (OP) na
presenca de tetrodotoxina (T TX).

Em a, registro poligrafico do relaxamento induzido por OEMV (50 pg/ml;
n=5) apds o bloqueio da atividade nervosa promovido por 500 pM de TTX.
Observe que a TTX diminuiu o tbénus intestinal e ap6s a subsequente
administragdo de OEMV, houve um relaxamento acentuado da preparagdo o
qual foi reversivel apos sucessivas lavagens da preparacdo. Observe ainda que
ndo houve diferenca entre o relaxamento induzido pelo OEMV na presenca de
TTX e o relaxamento induzido pelo OEMV sozinho. As barras horizontais
acima do tracado indicam o tempo em que a preparacdo foi exposta as
substancias, respectivamente. O tempo de exposicdo do OEMV ao musculo foi
de 5 min. Calibracdes: horizontal, 3,0 min.; vertical, 0,7 g. Em b e c graficos
representativos dos relaxamentos induzidos por OEMV (50 pg/ml) e OP (200
pg/ml) na presenca de TTX ou quando administrados isoladamente. *
Relaxamento induzido por TTX, estatisticamente significante em relagdo aos
relaxamentos induzidos pelas associagbes TTX-OEMV ou TTX-OP, ou ainda

em relacdo aos relaxamentos induzidos pelo OEMYV ou OP sozinhos.
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3.14 EFEITOS ANTIESPASMODICOS DO OEMV E OP E ESTUDO DO
MECANISMO DE ACAO

3.1.4.1 Efeitos do OEMV e OP na contracao induzida por 60 mM de K+ em

ileo de cobaia

O OEMV e OP apresentaram um efeito inibitério dependente de
concentragdo em duas condigOes experimentais nas quais foram utilizadas 60 mM
de K+, Em uma das condigdes OEMYV ou OP eram adicionados previamente ao
banho durante 5 minutos, seguidos da administracdo de 60 mM de K+ OEMV e
OP foram capazes de prevenir as contragdes induzidas por 60 mM de K+ As CI50
do OEMV e OP 27,3 + 3,28 pg/ml (n=10) e 61,7 £ 13,80 pg/ml (n=5),
respectivamente, foram estatisticamente diferentes (Fig. 10 a e b). Na outra
condigo estabelecia-se uma contratura com 60 mM de K+ e, uma vez atingido o
seu estado estacionario (platd), eram administradas concentracdes crescentes de
OEMV e OP. Ambas as substancias foram capazes de reverter a contratura
potassica (Fig. 11 a e b). As CI50 foram 27,5 + 4,38 pg/ml (n=10) para 0 OEMV
e 150,8 + 16,30 pg/ml (n=8) para 0 OP. Estes valores encontram-se sumarizados

na tabela 6.

3.1.4.2 Efeitos do OEMYV e OP na contratura induzida por TEA em ileo de

cobaia.

Induzia-se uma contratura com TEA (5 mM) e uma vez atingido 0 seu
estado estacionario o procedimento era semelhante ao anterior. Neste estudo

OEMV e OP foram capazes de reverter a contratura induzida pelo TEA (Fig. 12



Fig. 10- Bloqueio das contracdes induzidas por 60 mM de K+ pelo 6leo
essencial de Mentha x villosa (OEMV) ou éxido de piperitenona (OP) em
musculo longitudinal de ileo isolado de cobaia.

Em a, registro quimografico de um experimento tipico mostrando que 0
OEMV, gquando adicionado previamente a solucdo nutridora por 5 minutos, é
capaz de bloquear as contragbes sucessivas de 60 mM de K+, de maneira
dependente de concentragdo. Os tracados acima das contragbes de 60 mM de K,
representam as concentragdes de OP em pg/ml. O intervalo de tempo entre uma
contracdo e outra foi de 5 min. A lavagem da preparagdo com Tyrode normal é
suficiente para a recuperacdo da mesma. A interrupcdo do tracado representa o
momento em que o quimdgrafo permaneceu parado. O OP foi capaz de bloquear
a contracdo potassica porém sua CI50 foi significativamente maior (ver tabela 5).
Calibracdes: horizontal, 1,5 min.; vertical, 1,1 cm. Em b, grafico mostrando 0
bloqueio da contracdo potéssica induzido pelo OEMV e OP. Notar a maior
poténcia do OEMV. *, concentracdo apartir da qual o bloqueio das contragdes
pelo OEMV ou OP foi estatisticamente significante em relacdo a contracdo

controle (p<0,05; ANOVA, Dunn’s method).
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Fig. 11- Reversdo da contratura induzida por 60 mM de K+ pelo 6éleo
essencial de Mentha x villosa (OEMV) ou oOxido de piperitenona (OP) em
musculo longitudinal de ileo isolado de cobaia.

Em a, registro gtiimografico onde o OEMV (1 — 100 pg/ml; valor de cada
concentracdo utilizada, e momento da aplicacdo mostrados pelos numeros e
circulo cheio, respectivamente, logo abaixo do registro), adicionado no platd de
uma contratura potassica é capaz de induzir relaxamento de uma maneira
dependente de concentragdo. Tridngulos com o vértice para cima ou para baixo
representam o momento da aplicacdo e remocdo de 60 mM de K+ Os nimeros
representam as concentracdes em pg/ml e os circulos cheios 0 momento da
aplicacdo. A quebra do tracado representa uma parada do quimdgrafo.
Calibracdes: horizontal, 5 min.; vertical, 2,85 cm. O OP também foi capaz de
reverter a contratura potassica porém a sua CI50 foi significativamente maior.
Em b, grafico mostrando a reversdo da contratura potassica induzida pelo
OEMV e OP de maneira dependente de concentracdo. Em ordenada,
percentagem do valor de estado estacionario da contracdo controle induzida por
60 mM de K+ Em abscissa, concentragcdes, em pg/ml, do OEMV e OP.
Observar a maior poténcia do OEMV. *, concentracdo apartir da qual a reverséo
das contraturas pelo OEMV ou OP foi estatisticamente significante em relagéo a

contratura controle (p<0,05; ANOVA, Dunn’s method).
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Tabela 6. Concentracgfes inibitérias para producdo de 50% de cada efeito
(CI150) do 6leo essencial de Mentha x villosa (OEMYV) e oxido de piperitenona
(OP) em ileo de cobaia.

Efeito OEMV OP

Bloqueio Kt a27,3 + 3,28 61,7 = 13,800
(10)b (6)

Reversdo Kt 27,5 + 4,38¢ 150,8 = 16,30d™*
(10) (8)

Reversdo TEA 51,9 £8,16 200,8 £21,50*
(8) (10)

Bloqueio ACh 22,1 +£5,03c 97,9 = 14,40d*
9) 9)

Bloqueio ELA 15,1 +£3,63¢ 64,0 + 10,05d*
(8) (8)

a, 0s valores expressam concentracdo média (pg/ml) + erro padrdo da média.

b, nimero de experimentos.

¢, diferente (p<0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls method) da CI50 do
OEMV para a reversdo da contratura induzida pelo TEA.

d, diferente (p<0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls method) da CI50 do OP
para a reversao da contratura induzida pelo TEA.

* diferente (p<0,05; Teste t ndo pareado, Mann-Whitney Rank Sum test) do
valor correspondente da CI50 para o OEMV.



Fig. 12- Reversdo da contratura induzida por tetraetilamonio (TEA), 5 mM,
pelo 6leo essencial de Mentha x villosa (OEMV) ou 6xido de piperitenona
(OP) em musculo longitudinal de ileo isolado de cobaia.

Em a, registro quimografico de um experimento tipico mostrando a
reversdo, pelo OEMV, da contratura induzida por 5 mM de TEA. Triangulos
com o Vértice para cima ou para baixo representam o momento da aplicagéo e
retirada de 60 mM de K+ O circulo vazio representa 0 momento da

administracdo de 5 mM de TEA. Os ndimeros representam as concentracdes em

pg/ml e os circulos cheios 0 momento da aplicacdo. Protocolo semelhante foi
adotado para o OP. A quebra do tracado representa uma parada do quimografo.
Calibragdes: horizontal, 5 min.; vertical, 1,6 cm. Em b, grafico mostrando a
reversdo da contratura do TEA induzida por OEMV e OP, de maneira
dependente de concentracdo. Em ordenada, percentagem do valor de estado
estacionario da contracdo controle induzida por 5 mM de TEA. Em abscissa,
concentracfes, em pg/ml, do OEMV e OP. Notar a maior poténcia do OEMV
em comparagdo ao OP. * concentragdo apartir da qual a reversdo das
contraturas pelo OEMV ou OP foi estatisticamente significante em relacdo a

contratura controle (p<0,05; ANOVA, Dunn’s method).
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a e b) com CI0 de 51,9 £ 8,16 pg/ml (n = 8) e 200,8 £ 21,50 pg/ml (n=10),

respectivamente (ver tabela 6).

3.1.4.3 Efeitos do OEMV e OP sobre as respostas contrateis induzidas por
ACh e HA em ileo de cobaia.

Neste estudo foram usadas concentracdes de ACh e HA (0,1 - 3,0 e 0,15
-3,0 pM) que produziram aproximadamente 70% da amplitude da
resposta maxima de contracdo em cada experimento (concentracOes
submaximais). Em seguida OEMV e OP foram administrados em concentragoes
crescentes, isoladas, obedecendo um intervalo de 5 minutos entre cada

concentragao.

O OEMV nas concentracdes entre 0,1 - 1,0 pg/ml ndo causou aumento
significante da amplitude das contracfes induzidas pela ACh. Por sua vez o OP,
nas concentracdes entre 0,1 - 10 pg/ml causou um aumento significante (p<0,05;
teste de Fischer) das contracbes submaximais de ACh enquanto que nas
concentragbes entre 30 - 40 pg/ml houve um bloqueio dependente de
concentracdo e reversivel dessas contragbes (Fig. 13 a e b). O bloqueio dessas
contragOes alcangou 100 % para o0 OEMV (200 pg/ml) e para o OP (400 pg/ml).
As CI50 para 0 OEMV e OP foram 22,1 £ 5,03 pg/ml (n=9) e 97,9 = 14,40 pg/ml

(n=9), respectivamente (ver tabela 6).

Em relacdo as contra¢des submaximais induzidas por HA na presenca de
OEMV e OP observou-se que, em ambos 0s casos, nas concentragdes entre 0,1—

1,0 pg/ml (n=8) para o OEMV e 0,1 - IOpg/ml (n=8) para o OP houve um



Fig. 13- Efeito do 0leo essencial de Mentha x villosa (OEMV) ou éxido de
piperitenona (OP) sobre as contracdes induzidas pela acetilcolina (ACh) em
musculo longitudinal de ileo isolado de cobaia.

Em a, experimento tipico registrado em quimoégrafo, do bloqueio das
contracdes submaximais (aproximadamente 70% da resposta maxima do agente
contratil) de ACIi pelo OP quando administrados 5 minutos prévios a
administracdo do agente contratil. Os tracados acima das contragbes de ACh
representam as concentracdes do OP. O intervalo de tempo entre uma contracdo
e outra foi de 5 min. As contracdes antes e apds 0S numerais representam
controle e recuperagdo, respectivamente. A quebra do tragado representa uma
parada do quimégrafo. Calibracdes: horizontal, 5 min.; vertical, 1,4 cm. Em b,
grafico representativo do bloqueio das contracbes submaximais da ACh, de
maneira dependente de concentragdo, por OEMV e OP. Em ordenada,
percentagem da contragdo controle induzida pela ACh. Em abscissa,
concentragdes, em jig/ml, do OEMV e OP. Notar a maior poténcia do OEMV
em comparagdo ao OP. * concentracdo apartir da qual o bloqueio das
contracdes pelo OEMV ou OP foi estatisticamente significante em relacdo a

contragdo controle (p<0,05; ANOVA, Dunn’s method).
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aumento significativo (teste de Fischer) das contracBes enquanto que entre 3 -
50 pg/ml e 30 - 200 pg/ml houve uma diminui¢do, dependente de concentracao
e reversivel, das contracGes (Fig. 14). As CI50 para OEMV e OP em relacdo as
contragOes induzidas por HA foram 151 + 3,60 pg/ml e 64,0 £ 10,05 pg/ml,

respectivamente (tabela 6).

3.1.4.4 Efeitos do OEMYV e OP sobre as contracgdes induzidas por ACh em

meio sem calcio e contendo EGTA

A contracdo fasica da ACh (60 pM) quando em meio sem calcio e
contendo EGTA, correspondem a 34,2 = 4,05% da contracdo controle da ACh
(2,32 £ 0,29 g; n=10); a adicdo do OEMYV a este meio diminui a contragdo para
11,8 + 2,09 % (n=10) da contragdo controle. Em relagdo ao OP observou-se que
a contracdo fasica da ACh (60 pM), quando em meio sem calcio e contendo
EGTA, correspondeu a 33,3 + 11,9% da contracéo controle da ACh (1,87 £0,13
g; n=7); a adicdo do OP a este meio diminui a contracdo para 13,3 = 3,95% (n=7)

da contracédo controle (Fig. 15 a-c).

3.1.4.5 Efeitos do OEMYV e OP sobre as contracdes induzidas por ACh em

solucdo nutridora de Tyrode normal contendo nifedipina.

Neste estudo investigamos os efeitos do OEMV e OP no componente da
contracdo da ACh que ndo é bloqueado pela NIF (componente ténico).
Utilizamos a concentragdo de | pM de NIF uma vez que esta concentracdo

mostrou ser eficaz em bloquear as contragbes induzidas por 60 mM de K+,



Fig. 14- Efeito do 6leo essencial de Mentha x villosa (OEMYV) ou 6xido de
piperitenona (OP) sobre as contracdes induzidas pela histamina (HA) em
indsculo longitudinal de ileo isolado de cobaia.

Grafico representativo do bloqueio, por OEMV e OP, das contracdes
submaximais da HA, de maneira dependente de concentragdo. Em abscissa,
concentragdes, em pg/ml, do OEMV e OP; ordenada, percentagem da contragao
controle induzida pela HA. Observe que em ambos os graficos OEMV €é mais
potente que o OP. * concentracdo apartir da qual o bloqueio das contragdes
pelo OEMV ou OP foi estatisticamente significante em relacdo a contracéo

controle (p<0,05; ANOVA, Dunn’s method).
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Fig. 15- Depressdo das contracdes induzidas por ACh (60 pM) em meio
contendo 0Ca2t mais EGTA 0,2 mM, pelo 6leo essencial de Mentha x villosa
(OEMV) ou o6xido de piperitenona (OP), em musculo longitudinal de ileo
isolado de cobaia.

Em a, registro poligrafico mostrando as contrag6es induzidas por ACh (60
pM) em solucdo de Tyrode sem Ca2+ mais EGTA 0,2 mM (OCa) em comparacao
com a contracdo controle induzida por ACh na presenca de Tyrode normal (2
mM de Ca2+ Notar que ocorre um blogueio ainda maior da contracdo fésica

induzida por 60 pM de ACh em meio sem Ca2+ mais EGTA, quando na presenca

de OEMV (50 pg/ml). As contracBes potassicas presentes no experimento séo
necessarias para o recarregamento dos estoques intracelulares de Ca- . As banas
horizontais acima do tragado indicam o tempo em que a preparagdo foi exposta
as substéncias, respectivamente. O tempo de exposi¢cdo do OEMV ao masculo
foi de 5 min. Em b e c, grafico mostrando as diminuicdes, pelo OEMV (50
pg/ml) e OP (200 pg/ml), das contragdes induzidas por 60 pM de ACh em meio
sem Ca2+mais EGTA, e a recuperacdo (RECUP) parcial das contracBes apos 60
min. de lavagem da preparacdo. Calibragbes: 3 min.; vertical, 1,1 g de forca. *,

estatisticamente significante da contracdo controle (p<0,05; Teste t pareado).
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contracBes estas que sdo dependentes do influxo de Ca?+ através dos canais
dependentes de voltagem (KNOT et al.,, 1996). O componente tonico da
contracdo da ACh, no ileo, independe da atividade desses canais. OEMV (50
pg/ml) e OP (200 pg/ml) foram capazes de reduzir a resposta contratil a ACh em
presenca de NIF de 0,55 + 0,06 g (n=9) e 0,85 £ 0,16 g (n=10), respectivamente,
para 16,1 £ 2,89% (n=9) e 24,3 £ 6,98% (n=10) das respectivas contragoes
controles da ACh (1,71 £ 0,18 g; n=9) e (1,41 £ 0,16 g; n=10), em presenca de
NIF (Fig. 16 a-c).

3.1.4.6 Efeito do OP sobre os vasos da circulacdo mesentérica de ratos

contraidos com 60 mM de K+.

A circulacdo mesentérica isolada de ratos apresentou, em Tyrode normal,
um fluxo de 8,8 £ 0,91 ml/min. (n=8). Em solucéo de Tyrode contendo 60 mM de
K+ o fluxo diminuiu para 2,4 + 0,31 ml/min. (27,2% do fluxo mesentérico
controle) que foi significantemente diferente do fluxo inicial (P<0,05, Student-
Newman-Keuls Method). A administragdo de doses crescentes de OP nos vasos
da circulacdo mesentérica contraidos com 60 mM de K+, durante um intervalo de
5 minutos para cada concentracéo, reverteu o efeito contraturante induzido por 60
mM de K+ O efeito maximo foi obtido com a concentracdo de 100 pg/ml do OP,
na qual o fluxo reverteu de 2,4 para 6,7 + 0,70 mVmin., alteracdo essa
estatisticamente significante (P<0,05, Student-Newman-Keuls Method). A CI50
foi de 50,5 + 8,6 pg/ml (n=8). A perfusdo da preparagdo com solugdo de Tyrode
normal foi mantida constante durante todo o experimento. A retirada do OP

através dalavagem da preparacdo com solucdo de Tyrode normal, ao final de



Fig. 16- Depressdo das contracdes induzidas por ACh (60 pM) na presenca
de nifedipina (1 pM), através do 6leo essencial de Mentha x villosa (OEMV)
ou Oxido de piperitenona (OP), em musculo longitudinal de ileo isolado de
cobaia

Em a. registro poligrafico mostrando as contracdes induzidas por ACh (60
pM) em solucdo de Tyrode normal ou com adicdo de | pM de nifedipina
(concentracéao suficiente para bloquear a contracdo induzida por 60 mM de K1)
isoladamente ou conjuntamente com OEMYV. Observe que a adigdo de OEMV
(50 pg/ml) nesta udltima condicdo diminui acentuadamente a amplitude da
contracdo em relacdo aquela induzida pela ACh em presenca de nifedipina. As
barras horizontais acima do tracado indicam o tempo em que a preparacgao foi
exposta as substancias, respectivamente. O tempo de exposicdo do OEMV ao
musculo foi de 5 min. Calibracdo: horizontal, | minuto; vertical, 0,50 g de forca.
Em b e c, grafico mostrando a diminuicdo, pelo OEMV (50 pg/ml) e OP (200
pg/ml), das contra¢des induzidas por 60 pM de ACh em Tyrode normal
contendo nifedipina. RECUP, recuperacédo da resposta apés 60 min. de lavagem
da preparacdo. *, estatisticamente diferente do controle (p<0,05; Teste t

pareado).
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cada experimento, estabeleceu um fluxo mesentérico final (6,5 + 0,73 ml/min.)

que néo foi significativamente diferente era relagdo ao controle (Fig. 17).

3.1.4.7 Estudo dos efeitos do OEMV e OP em aorta isolada de cobaia.

3.1.4.7.1 Efeitos do OEMYV e OP na reversao da contratura induzida por 60
mM de K .

A administracdo de 60 mM de K+ em aorta isolada de cobaia induz uma
contratura de dezenas de minutos de duracdo (Fig. 18a). OEMV e OP quando
adicionados no platd da contracdo induzida por 60 mM de K+ em aorta de cobaia,
promoveu um relaxamento de maneira dependente de concentragdo (Fig. 18b)
com CI50 de 43,2 £ 6,36 (n=6) e 61,2 + 6,96 pg/ml (n=7), respectivamente (Fig.
18c). Esses valores ndo foram estatisticamente significantes (teste t ndo pareado).
A reversdo maxima da contratura foi obtido com concentracées de 1600 e 2000

pg/ml para o OEMV e OP, respectivamente.

3.1.4.7.2 Efeitos do OEMV e OP na reversédo da contratura induzida pelo
PDB.

De maneira semelhante ao 60 mM de K+ o PDB, quando administrado em
meio sem Ca2+ com EGTA (2 mM) na aorta de cobaia, induz uma contratura que,
cujo platd demora alguns minutos mais para ser alcancado e dura um tempo
geralmente superior a 50 min. (Fig. 19a). OEMV e OP quando adicionados no

platd da contracdo induzida pelo PDB em aorta de cobaia promoveram um



Fig. 17- Efeito antiespasmodico do oxido de piperitenona (OP) sobre os
vasos da circulacdo mesentérica de ratos.

Grafico mostrando a reversdo, promovida por OP, de maneira
concentracdo-dependente, da contratura dos vasos da circulagdo mesentérica
iIsolada de ratos induzida por perfusdo desses vasos com Tyrode contendo 60
mM de K+ Cada leitura era feita 5 minutos apds a perfusdo da preparacdo
contendo OP em presenca de 60 mM de K+ Abscissa, concentragbes do OP
expressa em gg/ml; ordenada, fluxo em ml/min. *, concentragdo do OP apartir
da qual o fluxo foi estatisticamente significante em relacdo ao fluxo controle

(2,4 £ 0,31 ml/min.) (p<0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls method).
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Fig. 18- Reversdo da contratura induzida por 60 mM de K , pelo dleo
essencial de Mentha x villosa (OEMV) ou éxido de piperitenona (OP), em
aorta de cobaia.

a e b - tracado original em poligrafo mostrando experimento controle da
contratura induzida por 60 mM de K+, sem adicdo do OEMYV ou OP (a) e efeito
relaxante induzido pelo OEMV de maneira dependente de concentracdo, sobre a
contracdo induzida por 60 mM de K+ (b). As concentragcées do OEMV, expressa
em pg/ml, necessarias para a reversdo da contratura potassica foram 20, 30, 40,
50, 60, 70, 100, 200, respectivamente. O momento das aplicacbes, sdo
representadas sob os tracados pelo simbolo (¢). Triangulos com vértice para
cima e para baixo, representam 0 momento da aplicacdo e retirada
respectivamente, de 60 mM de K+ Calibragdes: vertical, 0,4 g de forga;
horizontal, 10 minutos.

¢ — grafico mostrando as curvas concentracdo efeito do OEMV (o) e OP
(*) a contracBes induzidas por 60 mM de K+ * concentracdo apartir da qual a
reversdo das contraturas pelo OEMV ou OP foi estatisticamente significante em

relacdo a contratura controle (p<0,05; ANOVA, Dunn’s method).
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Fig. 19- Reversao da contratura induzida por 1 pM de dibutirato de forbol
(PDB), pelo oleo essencial de Mentha x villosa (OEMV) ou oOxido de
piperitenona (OP), em aorta de cobaia.

a e b - tracado original de poligrafo mostrando experimento controle da
contratura induzida pelo PDB, onde ndo houve adicdo do OEMV (a) e efeito
relaxante promovido pelo OEMV, de maneira dependente de concentragéo,
sobre as contrages induzidas pelo PDB (IpM). (b). As concentracbes do
OEMV, em pg/ml, para a reversdo da contratura induzida pelo PDB foram 10,
100, 200, 400, 800, 1600 e 2000, respectivamente. O momento das aplicagdes,
sdo representadas sob o tracado pelo simbolo (¢). Tridngulos com vértice para
cima e para baixo, a esquerda, representam o momento da aplicacdo e retirada
respectivamente, de 60 mM de K+ Calibragbes: vertical, 0,19 g de forca;
horizontal, 10 minutos.

¢ — grafico mostrando as curvas concentracdo efeito do OEMV (o) e OP
(*) a contracdo induzida pelo PDB (IpM). *, concentracdo apartir da qual a
reversdo das contraturas pelo OEMV ou OP foi estatisticamente significante em

relacdo a contratura controle (p<0,05; ANOVA, Durnfs method).
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relaxamento de maneira dependente de concentragdo (Figs. 19b-c) com Cli$q de
344,4 + 55,87 (9) e 440,1 £ 81,70 pg/ml (9), respectivamente. Esses valores nao
foram estatisticamente sigmficantes (teste t ndo pareado). A reversdo maxima da
contratura foi obtido com concentracdes de 1600 e 2000 pg/ml para 0 OEMV e

OP, respectivamente.

3.2 EXPERIMENTOS IN VIVO

3.21 EXPERIMENTOS REALIZADOS COM CAMUNDONGOS

3.2.1.1 Efeitos do OEMYV e OP sobre 0 transito intestinal de camundongos.

Estudou-se os efeitos do OEMV e OP sobre o transito intestinal de
camundongos atraveés da administracdo intragastrica de tuna suspensdo contendo
10% de carvéo e 5% de goma arabica em um volume correspondente a 0,1 ml/10
g de peso. Os animais do grupo controle receberam somente 0 veiculo (dgua
destilada). OEMV na dose de 200 mg/kg (n=8) ndo alterou significativamente o
transito intestinal controle (61,7 = 2,78% do comprimento do intestino delgado)
enguanto que as doses de 250 e 300 mg/kg alteraram de forma significante a
distancia percorrida para 84,1 + 3,18% (n=10) e 80,2 £ 2,61% (n=9),
respectivamente, (p<0,05; ANOVA, método de Bonferroni). Em relacdo ao OP, 0
grupo controle apresentou um valor de 61,0 + 3,42% (n=10) do comprimento do
intestino delgado enquanto que os grupos tratados com as doses de 10 mg/kg
(n=10) e 100 mg/kg (n=10) ndo apresentaram distancias estatisticamente
significantes em relacdo ao controle. Entretanto a dose de 200 mg/kg apresentou
uma distancia estatisticamente significante (74,6 £+ 3,70%; n=9) (p<0,05;

ANOVA, método de Bonferroni) (Fig. 20 a-b).



Fig. 20- Efeitos do 6leo essencial de Mentha x villosa (OEMV) e o6xido de
piperitenona (OP) sobre o transito intestinal de camundongos.

Em a e b. Abscissas, doses do OEMV e OP, respectivamente, expressas
em mg/kg; ordenadas, transito (distancia percorrida pelo marcador calculada em
termos de percentagem do comprimento total do intestino delgado). Notar que
OEMV 250 e 300 mg/kg e OP 200 mg/kg promoveram um aumento
significativo do transito intestinal em camundongos. *, estatisticamente

significante do controle (p<0,05; ANOVA, Bonferroni’s method).
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3.2.1.2 Efeitos do OEMYV e OP sobre a diarréia (peso em gramas) induzida

pelo OR em camundongos.

A diarréia induzida pelo OR na auséncia do OEMYV mostrou um padrdo de
baixa frequéncia de excre¢do das fezes (0,6 = 0,25 evacuacdes) na primeira hora,
seguida por um aumento, o qual foi significativo (1,8 £ 0,21 evacuac¢fes, n=20;
p<0,05; Teste t, Teste t, Mann-Whitney Rank Sum test) na terceira hora e,

posteriormente, uma queda progressiva até a sexta hora (0,7 +£0,18 evacuaces).

OEMV nas doses de 10 e 200 mg/kg (mas ndo 1 mg/kg) alterou
significantemente (p<0,05; Teste t, Mann-Whitney Rank Sum test) esse padrao
de resposta. Nessas doses o OEMV deslocou o pico das frequéncias das
evacuacdes (nimero médio de eliminagdes fecais/hora) para as duas primeiras
horas, para em seguida essas frequéncias declinarem monotdnicamente até o final
do periodo de observacdo (Fig. 21a). O namero médio de evacuacdes totais
durante as seis horas no controle e com 1,0, 10 e 200 mg/kg de peso do OEMV
foi 6,6 + 0,43 (n=20), 5,5 + 0,56 (nNHO), 6,9 £ 0,72 (n=17) e 5,0 + 0,49 (n=18),
respectivamente; nenhuma diferenca significante foi encontrada (Teste t ndo

pareado, Mann-Whitney Rank Sum test).

Sobre este mesmo pardmetro o OP 1 mg/kg e o controle apresentaram um
padrdo semelhante de atuacdo, sendo atingido o efeito maximo (2,0 = 0,42; e
2,1 + 0,36 evacuacOes, n=10, respectivamente) na quarta hora para em seguida
declinar até 73% do efeito maximo do controle. Na dose de 200 mg/kg o OP, na
primeira hora causou um aumento significativo da frequéncia das evacuacoes (1,5
+ 0,5 evacuacgOes) quando comparada ao controle (0,1 + 0,11 evacuagbes) (Fig.

21b). O numero de evacuacdes durante as seis horas, por animal, no controle e



123

com as doses de 1 e 200 mg/kg de OP foi, 7,3 = 0,55 (n=20), 6,9 £ 0,67 (n=10) e
5,0 £ 0,552 (n=10), respectivamente, ndo sendo observado diferenca significativa

do ndmero de evacuacdes entre os grupos (ANOVA, um fator).

A diarréia induzida pelo OR na auséncia do OEMYV mostrou um padréo de
baixo peso de excrecdo das fezes (0,015 = 0,015 g) na primeira hora, seguida por
um aumento significativo (0,40 £ 0,09 g; n=10) na segunda hora e uma queda
progressiva para 0s niveis proximos a primeira hora no final do periodo de
observacdo (Fig. 21c). Este padrdo de diarréia ndo foi alterado por ! mg/kg de
peso do OEMV. Com 200 mg/kg de peso corporal de OEMV houve um aumento
significativo da média peso/hora das fezes eliminadas durante a primeira hora,
que foi 0,31 + 0,11 g (n=7), um valor maximo, apds o qual essa média declinou
monotdnicamente até o final do periodo de observacdo. O peso total das fezes
evacuadas durante as seis horas/animal no grupo controle e com 10 e 200 mg/kg
de peso do OEMV foi 0,65 = 0,069 g (n=10), 0,90 = 0,082 g (n=17) e 0,79 %
0,15 g (n=10), respectivamente. Conforme observado, neste uUltimo caso, nédo
houve diferenga significativa (Teste t, Mann-Whitney Rank Sum test). Em
relacdo ao OP observou-se que a dose de ! mg/kg (n=10) ndo apresentou
diferenca significativa quando comparada ao controle ao longo das seis horas de

observacédo (Fig. 21d).

3.2.1.3 Estudo da atividade antinociceptiva do OEMV e OP.

3.2.1.3.1 Efeitos do OEMYV e OP sobre o estimulo nociceptivo induzido pela

placa quente.



Fig. 21- Efeitos do 6leo essencial de Mentha x villosa (OEMYV) e 6xido de
piperitenona (OP) sobre a diarréia induzida pelo 6leo de ricino (OR) em
camundongos.

a e b, efeitos do OEMV e OP sobre a diarréia induzida pelo OR, expressa
como média da relacdo frequéncia/hora das evacuacOes durante seis horas de
observacdo, ¢ e d, efeitos do OEMV e OP sobre a diarréia induzida pelo OR
expressa como meédias da relacdo peso/hora das fezes durante seis horas de
observacdo. Notar que o0 OEMV nas doses de 10 e 200 mg/kg promoveu, de
forma significativa, um aumento e diminuicdo do numero de evacuacOes na
primeira e terceira hora, respectivamente . Sobre este mesmo parametro, o OP,
na dose de 200 mg/kg, promoveu um aumento significativo na primeira hora
para, apartir da terceira hora, promover uma diminuicao significativa do nimero
destas. Em relagdo ao peso em gramas de fezes eliminadas pelos camundongos,
somente 0 OEMV (10 mg/kg), na primeira hora, foi capaz de apresentar um
efeito significativo. *, estatisticamente significante do controle (p<0,05; Teste t

ndo pareado, Mann-Whitney Rank Sum test).
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Fig. 22- Efeitos do dleo essencial de Mentha x villosa (OEMV) e 6xido de
piperitenona (OP) sobre o estimulo nociceptivo térmico (50 + 5 °C) induzido
em camundongos.

Abscissa, tempo em minutos, nos quais o estimulo térmico foi aplicado;
ordenada, laténcia (tempo que o animal demora para manifestar uma reacdo
dolorosa) em segundos. Notar que somente a morfina (10 mg/kg) apresentou um
efeito significativo na elevacdo do tempo para a manifestacdo de uma reagdo
dolorosa apartir de 30 min. *, estatisticamente significante do controle (p<0,05;

ANOVA, Dunn’s method).
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Tabela 7. Efeitos do 6leo essencial de Mentha x villosa (OEMV) e 6xido de piperitenona (OP) sobre o estimulo nociceptivo térmico (50 £ 0,5 °C)

induzido em camundongos.

GRUPO

Controle
(veiculo)

Morfina

OEMV

OP

Dose/via de
Administracéo (n)

V.0
(19)

10 mg/kg, i.p. (10)

100 mg/kg, v.0
(10)

200 mg/kg, v.0
(10)

100 mg/kg, v.0
(10)

200 mg/kg, v.0
(10)

0 min.

‘18,21 +1,23

16,40 +0,79

21,40 +1,88

16,00 + 1,84

18,70 + 1,94

16,00 £ 1,11

Laténcia (em segundos)

30 min.

14,21 +0,93

39,20 £3,91*

18,70 + 1,44

16,90 + 2,46

16,30 £2,19

14,20 £2,05

60 min.

16,58 £1,16

39,50 + 3,69*

15,40 + 1,14

15,60 +1,59

17,20 +2,52

15,50 + 1,58

90 min.

1637+ 121

36,50 +3,95*

17,40 + 1,39

18,60 £2,15

16,20 +2,89

15,50 + 1,42

120 min.

15,58 + 1,52

30,40 + 2.47*

16,00 £ 1,50

13,10+ 2,20

1540 + 1,12

13,40 £ 1,13

", 05 valores representam média + E.P.M. (erro padrdo da média) do tempo expresso em segundos nos periodos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos em que 0s animais
foram submetidos ao estimulo térmico, v.o e i.p, representam via oral e intraperitoneal, respectivamente.
*p<0,05; ANOVA, Dunn’s method.



Fig. 23- Efeitos do 6leo essencial de Mentha x villosa (OEMV) e oxido de
piperitenona (OP) sobre o estimulo nociceptivo induzido pela injecdo
intraperitoneal de &cido acético 0,6% em camundongos.

Abscissa, doses do OP e OEMV expressas em mg/kg; ordenada, nimero
de contorcdes apresentadas durante os 20 minutos. Notar que OEMYV e OP nas
doses de 200 mg/kg, foram capazes de diminuir, de forma significativa, o
namero de contor¢Bes induzidas pelo &cido acético. *, estatisticamente

significante do controle (p<0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls test).
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mtraplantar de formalina 1%. OEMV e OP nas doses de 100 e 200 mg/kg, mas
ndo na dose de 50 mg/kg, reduziram de maneira significativa o tempo em que 0s
animais permaneceram lambendo a pata na segunda fase (5,3 £ 2,18 ¢ 2,8 £ 1,17
seg. parao OEMV; 8,3 = 2,72 e 3,0 + 1,16 seg. para o OP) (Fig. 24a). No intuito
de se avaliar o envolvimento do sistema opidide na atividade analgésica induzida
por OEMV e OP, utilizamos a naloxona, um antagonista opiodide, 15 minutos
antes do tratamento com as doses de OEMV e OP ou morfina, sendo esta ultima
administrada 30 min. antes da formalina. Observamos ainda que a naloxona foi
capaz de reverter (76,7 = 4,19 e 21,7 + 4,09 seg.) a atividade analgésica induzida
pela morfina na primeira e segunda fase (16,8 = 6,83 e 2,6 = 1,39 seg.) quando
comparada ao controle (60,5 = 3,97 e 20,6 + 2,14 seg.). O OEMV e OP (200
mg/kg) mesmo na presenga de naloxona, mostraram-se capazes de diminuir o
tempo que os animais ficavam lambendo as patas (7,2 + 3,18 e 6,3 = 2,60 seg.;
respectivamente) na segunda fase (componente inflamatério) do teste (Fig. 24b)

(Tabela 8).

3.2.1.4 Estudo dos efeitos toxicos do OEMYV e OP em camundongos e ratos.

3.2.1.4.1 Determinacdo da DL50 dos animais tratados com OEMYV e OP.

Neste estudo observamos que as doses de 1000, 600, 550, 500 e 355
mg/kg do OEMYV, quando administradas por via oral, induziram percentuais de
morte de 100, 70, 50, 40 e 0, respectivamente. As doses de 1000, 500, 450, 400,
355 e 300 mg/kg do OP, induziram percentuais de morte de 100, 90, 70, 50, 30 e

0, respectivamente. Através da interpolacdo semilogaritmica determinou-se as



Fig. 24- Efeitos do 6leo essencial de Mentha x villosa (OEMYV) e oxido de
piperitenona (OP) sobre o estimulo nociceptivo induzido pela injecdo
intraplantar de formalina 1% em camundongos.

a, efeitos do OEMV e OP, dependentes de concentragdo, sobre as fases do
estimulo nociceptivo induzido pela formalina 1%. Abscissa, concentra¢des do
OEMV e OP expressas em mg/kg; ordenada, tempo gasto, em segundos,
lambendo a pata. *, estatisticamente significante do controle (p<0,05; ANOVA,
Dunn’s method).

b, efeitos do OEMV e OP sobre as fases do estimulo nociceptivo induzido
pela formalina, na presenca do antagonista opiaceo naloxona (2 mg/kg, s.c).
Observe que ndo houve reversdo dos efeitos analgésicos do OEMV e OP na
presenca de naloxona; ao contrario da morfina (4 mg/kg, s.c), que teve seu efeito
analgésico revertido. Abscissa, efeito da morfina e da naloxona sobre as
concentracbes do OEMV e OP (200 mg/kg) e morfina; ordenada, tempo gasto,
em segundos, lambendo a pata, a e b, estatisticamante significante do controle

(p<0,05; Teste t ndo pareado, Mann-Whitney Rank Sum test).
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Tabela 8. Avaliacao da participacdo do sistema opidide no efeito antinociceptivo induzido pelo dleo essencial de Mentha x villosa (OEMV) e éxido de piperitenona (OP) na nocicepgéo
induzida por formalina em camundongos.

GRUPO Dose/Via dc Tempo (s) % de inibicéo
Administracéo (n) la Fase 2a Fase la Fase 2a Fase
Controle '‘w.0 (13) 60,5 + 3,97 20,6 £2,14 _ —
(veiculo)
50 mg/kg (v.0.) (10) 54,0 £5,52 17,0 £2,97 — —
OEMV 100 mg/kg (v.0.) (12) 54,0 +5,11 53 +2,18* — 74,2 *
200 mg/kg (v.0.) (10) 50,6 + 3,90 2,8 +1,16* — 86,4 *
50 mg/kg (v.0.) (10) 54,3 + 3,97 20,3 +4,59 — —
op 100 mg/kg (v.0.) (14) 49,3 + 3,80 8,3 £2,72% — 59.7*
200 mg/kg (v.0.) (12) 56,6 + 2,60 3,0 £1,16* — 854*
MORFINA 10 mg/kg (s.c.) (17) 16,8 +6,83* 2,6 +1,39* 72,2% 87,4*
OEMV 200 mg/kg (v.0.)
+ + 49,2 + 3,38 7,2 £3.18* — 65,0*
naloxona 2 mg/kg (s.c.)
OP 200 mg/kg (v.0.)
+ + (12) 58,2 £5,92 6,3 £2.60* — 69,4*
naloxona 2 mg/kg (s.c.)
Morfina 10 mg/kg (s.c.)
+ + 76,7 4,15 21,7 £4,09 — —
naloxona 2 mg/kg (s.c.)

Os resultados representam média + E.P.M, do tempo (em segundos) gasto pelo animal lambendo a pata, registrado no periodo de 0-5min. (la fase) e 20-25 min. (2a fase), apds a injegdo de
formalina.

*p<0,05; Teste t ndo pareado, Mann-Whitney Rank Sum Test e ANOVA, Duim’s method.

V.0 e S.C, representam via oral e subcutanea, respectivamente.
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DL50, cujos valores foram 550 = 49,05 e 400 + 31,64 mg/kg, para o OEMV e

OP, respectivamente.

Foi obsevado que, apartir da dose de 200 mg/kg do OP e 250 mg/kg do
OEMV, os animais apresentaram incoordenagdo motora, sonoléncia, salivacao
abundante, aumento da excrecdo de fezes, dificuldade respiratoria, ptose

palpebral e morte de alguns.

A administracdo do OEMV (400 mg/kg) ou OP (355 mg/kg) através da
veia caudal do camundongo induziu morte em 50% dos camundongos nas

primeiras 24 horas.

3.2.1.4.2 Estudo da toxicidade sub-aguda do OEMV e OP em ratos de

ambos 0s sexos.

Este estudo consistiu em observar os efeitos da administracdo diéria, por
via oral, de 55 e 110 mg/kg de OEMYV e 40 e 80 mg/kg de OP, durante 30 dias.
Estas doses correspondem a 10 e 20% das DL50 aguda em camundongos. Durante
os 30 dias de tratamento com o OEMV e OP ndo houve alteracdo do
comportamento’ nem morte dos animais. Nos grupos tratados houve um aumento
progressivo no peso dos animais que néo foi estatisticamente diferente do grupo
controle. Porém, quando os animais foram separados em grupos pelo sexo, 0s
machos apresentaram um significante ganho de peso nas doses de 80 mg/kg e 110

mg/kg de OP e OEMV, respectivamente (Tab. 9).
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Tabela 9. Ganho de peso corporal de ratos de ambos o0s sexos, agrupados
ou separados por sexo, ao fim de 30 dias de tratamento com 0leo essencial
de Mentha x villosa (OEMV) e oxido de piperitenona (OP).

GRUPO Dose/numero de animais (n) Ganho ponderai
(gramas)
Controle — (10) 40,3 + 5,61a
(M F)b
55 mg/kg (9) 52,9 £9,14
OEMV
110 mg/kg (9) 60,4 +£9,01
40 mg/kg (10) 52,3 +4,73
OoP
80 mg/kg (8) 54,2 + 10,31
Controle — (5) 47,0 = 10,74
(M)
55 mg/kg (5) 72,0 £ 9,46
OEMV
110 mg/kg (5) 82,0 +4,51*
40 mg/kg (6) 57,7 £ 10,74
OP
80 mg/kg (4) 81,0 £8,34*
Controle -(5) 33,6 £2,01
(F)
55 mg/kg (4) 29,0 + 3,08
OEMV
110 mg/kg (4) 33,5 +4,17
40 mg/kg (4) 44,3 + 3,73
OP
80 mg/kg (4) 275 + 457

a, 0s valores representam meédia £ erro padrao da média.
b, as letras M e F, representam machos e fémeas, respectivamente.

*, p<0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls-test.
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Os parametros hematologicos ligados a concentracdo de hemoglobina e
contagem de células no sangue (hemécias, plaquetas, leucécitos (neutrofilos,
eosindfilos e basofilos, mondcitos e linfécitos)) ndo foram significativamente
alterados (Tabelas 10 e 11). Dos parametros bioquimicos do sangue
(concentragdo de glicose, ureia, creatinina, fosfatase alcalina, transaminase
glutdmica oxalacética, transaminase glutamica pirtvica, colesterol total e
trigliceridios) apenas a glicose foi significativamente alterada pelo tratamento

com OP 40 e 80 mg/kg (tabelas 12 e 13).
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Tabela 10. Parametros hematoldgicos de ratos Wistar tratados por via oral com 6leo essencial de Mentha
X villosa (OEMV) 55 e 110 mg/kg/dia, durante 30 dias.

Parametros

Hemacias (x106/pl)b

Hemoglobina (g/dl)

Hematocrito (%)

VCM (fl)

HCM (pg)

CHCM (g/dI)

Plaquetas (x103/pl)

Leucécitos (x103/jal)

Neutréfilo (x103/p.1)

Linfécito (x103/pl)

Mondcito (x103/pl)

Eosindfilo (x103/pl)

Basofilo (x103/pl)

Controle3 Controle
inicial final
6,93 +£0.68¢ 7,62 +0,61
(5,59 — 7.67)
13.59+1,10 14.45 +0.89
(11,43 — 15,76)
44 47 + 2,55 42,28 +£3,11
(39,47 — 49,47)
63,87 + 1,72 63.45 +2,35
(60,49 — 67,23)
19,48 + 0,66 19,01 +0,93
(18,18 — 20,77)
30,51 +0,85 29,95 +0,72

(28,82 —32,19)

521,11 +70,78
(382,37 — 659,85)

539,10 +78,21

8,68 +2,36 9,98 + 2,36
(4,05—13,31)
0,59 +0,11 0,65 +0,21
(0,37 —0,82)
7,25 + 1,83 8,06 +2,10
(3,65 —10,84)
0,68 0,23 0,84 + 0,53
(0,22—1.15)
0,042 +0.016 0,045 +0,024
(0,011—0,074)
0,046 +0,014 0,048 + 0,029

(0,018 — 0,074)

GRUPOS

OEMV
55 mg/kg

7.46 +0,51

14.50 +0.78

47,71 £2,76

64,21 +6,72

19,43 +0,51

30,48 +2,54

607,33 + 122,21

11,37 +2,99

0,57 +0,12

9,07 +2,48

0,98 +0,41

0,057 +0,031

0,044 + 0,024

OEMV
110 mg/kg

7,37 £0,48

14,70 +0,38

46,91 +2,80

63,61 + 1,06

19,97 £1,29

31,41 +1,81

608,88 + 109,49

12,44 + 1,56

0,72 +0,21

10,30 + 1,27

0,98 +0,33

0,053 +0,037

0,057 +0,016

a, Controle inicial, medidas iniciais, efetuadas nos 47 ratos utilizados neste estudo, no primeiro dia da sequéncia
temporal antes dos inicios dos tratamentos. A partir desse dia, os animais foram divididos em 5 grupos. Um
grupo ndo recebeu tratamento (Controle = 10 animais), dois o receberam com OEMYV 55 ing/Kg e 110 mg/Kg,
09 animais para cada grupo e os outros dois com éxido de piperitenona 40 mg/Kg =10 animais e 80 mg/Kg = 09
animais. No 30° dia as medidas foram repetidas em todos os grupos, inclusive no ndo tratado (controle final).

b, Namero de células x 106/[il de sangue.
°, Os valores representam média + D.P.M. O intervalo de confianca calculado a partir do D.P.M. do controle x
1,96 é dado em parénteses.
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Tabela 11. Parametros hematolédgicos de ratos Wistar tratados por via oral com 6xido de piperitenona
(OP) 40 e 80 mg/kg/dia, durante 30 dias.

Parametros

Hemécias (xI06/pl)b

Hemoglobina (g/dl)

Hematocrito (%)

VCM (fl)

HCM (pg)

CHCM (g/dI)

Plaquetas (x103/pl)

Leucdcitos (x103/pl)

Neutréfilo (x103/pl)

Linfocito (x103/pl)

Mondcito (x103/pl)

Eosindfilo (x103/pl)

Basdfilo (x103/pl)

Controle!
inicial

6,93 +0,68¢
(5,59 — 7,67)

13,59 + 1,10
(11.43— 15,76)

44.47 + 255
(39,47 — 49,47)

63,87 + 1,72
(60,49 — 67,23)

19,48 +0,66
(18,18 — 20,77)

30,51 +0,85
(28,82 — 32,19)

521,11 +70,78
(382,37 — 6509,85)

8,68 +2,36
(4,05—13,31)

0,59 +0,11
(0,37 —0,82)

7,25 + 1,83
(3,65—10,84)

0,68 + 0,23
(0,22—1,15)

0,042 +0,016
(0,011—0,074)

0,046 +0,014
(0,018 —0,074)

Controle
final

7,62 0,61

14,45 +0,89

42,28 +3,11

63,45 +2,35

19,01 +0,93

29,95 £ 0,72

539,10 +78,21

9,98 +2,36

0,65 +0,21

8,06 £2,10

0,84 + 0,53

0,045 + 0,024

0,048 + 0,029

GRUPOS

oP

40 mg/kg

7,34 £0,45

14,09 +0,65

46,57 £2,71

63,46 +1,17

19,23 +0,51

30,29 £ 0,59

586,00 + 72,35

11,07 2,26

0,80 £0,28

8,75 +£2,08

0,95 +0,46

0,073 + 0,066

0,048 + 0,024

OP
80 mg/kg

7,37 +0,51

14,23 + 1,06

47,41 3,47

64,26 + 1,93

19,28 +0,52

30,03 +0,81

569,87 + 103,06

11,92 + 1,60

0,64 +0,10

8,69 + 1,63

1,09 + 0,54

0,061 +0,055

0,042 +0,011

a, Controle inicial, medidas iniciais, efetuadas nos 47 ratos utilizados neste estudo, no primeiro dia da sequéncia
temporal antes dos inicios dos tratamentos. A partir desse dia, os animais foram divididos em 5 grupos. Um
grupo ndo recebeu tratamento (Controle = 10 animais), dois o receberam com OEMYV 55 mg/Kg e 110 mg/Kg,
09 animais para cada grupo e os outros dois com 6xido de piperitenona 40 mg/Kg = 10 animais e 80 mg/Kg = 09
animais. No 30° dia as medidas foram repetidas em todos os grupos, inclusive no ndo tratado (controle final).

b, Namero de células x 106/pl de sangue.
¢, Os valores representam média + D.P.M. O intervalo de confianca calculado a partir do D.P.M. do controle x
1,96 é dado em parénteses.
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Tabela 12. Parémetros bioquimicos de ratos Wistar (machos e femeas) tratados por via oral
com 0leo essencial de Mentha x villosa (OEMV) 55 e 110 mg/kg/dia, durante 30 dias.

Parametros GRUPQOS
Controles Controle OEMV OEMV
inicial final 55 mg/kg 110 mg/kg

Glicose (mg/dI) 95,75 + 2427" 64,33 +21,44 55,77 + 16,19 73,00 + 1454
(48,17 — 143,33)

Uréia (mg/dl) 68,68 + 8,70 73,20 +22.14 60,44 +22.14 53,22 + 749
(51,62 — 85,74)

Creatinina (mg/dl) 0,56 £0,17 0,71 £0,11 0,60 +0,15 0,65 £0,31
(0,21—0,91)

Fosfatase alcalina (U/l) 385,87 + 11820 324,30+ 100,11 291,66 100,14 347,22 + 121,66
(154,19 — 617,55)

TGO (U/ml) 248,67+59,29  301,10+62,02 337,33 £5237 305,66 +51,71
(132,46 — 364,38)

TGP (U/ml) 55,33 + 9,23 7800+ 1167 5844+ 1089 67,11 £29,20
(20,59 — 87,31)

Colesterol (mg/dI) 57,84 + 8,48 5410+ 12,96  6122+628 56,88 % 7,52
(41,21—74,48)

Triglicerideos (mg/dl) 47,62+ 17,12 43,30 + 14,23 65,88 + 16,47 58,55 £14,37
(14,05 —80,62)

3, Controle inicial, medidas iniciais, efetuadas nos 47 ratos utilizados neste estudo, no primeiro dia da
sequéncia temporal antes dos inicios dos tratamentos. A partir desse dia, os animais foram divididos
em 5 grupos. Um grupo nédo recebeu tratamento (Controle =10 animais), dois o receberam com
OEMV 55 mg/Kg e 110 mg/Kg, 09 animais para cada grupo e os outros dois com Oxido de
piperitenona 40 mg/Kg = 10 animais e 80 mg/Kg = 09 animais. No 30° dia as medidas foram repetidas
em todos o0s grupos, inclusive no ndo tratado (controle final).

b, Os valores representam média £ D.P.M. O intervalo de confianca calculado a partir do D.P.M. do
controle x 1,96 é dado em parénteses.
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Tabela 13. Par&metros bioquimicos de ratos Wistar (machos e fémeas) tratados por via oral
com o6xido de piperitenona (OP) 40 e 80 mg/kg/dia, durante 30 dias.

Parametros GRUPOS
Controlel Controle OP OoP
inicial final 40 mg/kg 80 mag/kg
Glicose (mg/dl) 95,75 + 24,27" 64,33 £21,44 46,60 = 14,50* 42,12 £26,82*
(48,17—143,33)
Uréia (mg/dl) 68,68 + 8,70 73,20 + 22,14 62,40 £ 5,79 61,25 + 19,47
(51,62 — 85,74)
Creatinina (mg/dl) 0,56 +0,17 0,71 + 0,11 0,65 + 0,07 0,77 £ 0,27
(0,21 —0,91)

Fosfatase alcalma (U/l) 385,87+ 11820 324,30 + 100,11 394,40 + 169,37 436,87 £206,16
(154,19 — 617,55)

TGO (U/ml) 248,67 59,29  301,10+62,02  331,7045320 358,62 65,20
(132,46 — 364,38)

TGP (U/ml) 55,33 + 9,23 7800+11,67 8588+ 1373 86,50 + 15,10
(20,59 — 87,31)

Colesterol (mg/dI) 57,84 + 8,48 54,10 = 12,96 56,40 6,61 56,87 + 10,14
(41,21—74,48)

Triglicerideos (mg/dl) 4762 + 17,12 43,30 + 14,23 56,00 £ 15,72 54,87 + 11,28
(14,05 — 80,62)

3, Controle inicial, medidas iniciais, efetuadas nos 47 ratos utilizados neste estudo, no primeiro dia da
sequéncia temporal antes dos inicios dos tratamentos. A partir desse dia, 0s animais foram divididos
em 5 grupos. Um grupo ndo recebeu tratamento (Controle = 10 animais), dois 0 receberam com
OEMV 55 mg/Kg e 110 mg/Kg, 09 animais para cada grupo e os outros dois com Oxido de
piperitenona 40 mg/Kg =10 animais e 80 mg/Kg = 09 animais. No 30° dia as medidas foram repetidas
em todos os grupos, inclusive no ndo tratado (controle final).

b, Os valores representam media £ D.P.M. O intervalo de confianca calculado a partir do D.P.M. do
controle x 1,96 é dado em parénteses.

*Significantemente diferente dos controles iniciais.
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4 - DISCUSSAO

Este estudo demonstra que 0 OEMYV apresenta atividade farmacoldgica em
varias preparacfes relacionadas a tecidos excitdveis de mamiferos. Esses efeitos
foram demonstrados em preparacdes in vitro e in vivo, e incluem ac¢des que se
relacionam com o uso da Mentha x villosa em medicina popular, bem como
outras ndo relacionadas ao uso da planta pelo povo. Logo abaixo, discutiremos

inicialmente os efeitos in vitro.

4.1 EFEITO DEPRESSOR DA CONTRATILIDADE DO MUSCULO LISO

Sobre o musculo liso vascular e intestinal in vitro o OEMV foi potente e
eficaz em instalar uma agdo predominantemente depressora da motilidade. Essa
atividade apresentou caracteristicas de especificidade e de mecanismo de acdo

gue ensejam uma potencialidade de utilizacdo do OEMV.

4.1.1 MECANISMO DE ACAO

Em relacdo ao mecanismo de acdo do efeito relaxante e antiespasmodico
do OEMV e OP, eles promoveram no ileo relaxamento do tdnus basal e do ténus
artificialmente aumentado com uma alta [K+] com CI50 que foram semelhantes
aquelas do bloqueio da ACh e HA neste tipo de preparacdo. Isto sugere gque 0s
efeitos miorelaxantes e antiespasmodico sobre o musculo liso intestinal tem
mecanismo(s) comum(ns). Tal(is) mecanismo(s) € (sdo) provavelmente

independentes de receptores de membrana, para neurotransmissores e autacéides.
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O efeito relaxante do OEMV e do OP no mdsculo liso intestinal ndo foi
alterado pelo HEX e pela AT, bloqueadores das transmissdes ganglionares e dos
receptores muscarinicos, respectivamente. As sinapses dos ganglios do SNE séo
na sua maioria nicotinicas e ACh é o principal neurotransmissor que modula a
atividade contratil do musculo liso intestinal estimulando-a na maioria dos
segmentos intestinais (DAVISON, 1996; MIOLAN & NE1L, 1996). Esses dados,
portanto, mostram que o efeito miorrelaxante do OEMV e OP nédo se deve a
alteracdes da transmissdo colinérgica e toma pouco provavel que o efeito
miorrelaxante do OEMYV e OP seja devido primariamente a uma agao nos plexos
nervosos da parede intestinal. Acredita-se que um dos principais mediadores de
efeitos depressores da motilidade intestinal sejam as catecolaminas NE e EP,
atuando em receptores ai, o2, pi e p2 (KELLOW, 1996; MIOLAN & NEIL,
1996; SZURSZEWSKY & KING, 1989). Enquanto nossos dados mostraram que
OEMV e OP relaxaram completamente as preparagfes pre-contraidas pela
exposicdo a 60 mM de K+ na solucdo nutridora, MAGALHAES (1997)
demonstrou que o relaxamento méximo induzido por EP em ileo de cobaia nessa
condicdo ndo ultrapassa 17% do valor de estado estacionario dessa contracao.
Assim, é pouco provavel que o relaxamento, induzido por OEMV e OP, dessas
preparacbes previamente contraidas por 60 mM de K+, seja mediada por
liberacdo de catecolaminas ou por estimulacdo de receptores adrenérgicos. A
transmissdo sindptica no SNE pode ser efetuada e/ou modulada por outros
mediadores, designados conjuntamente “NANC”, incluindo-se aqui, a
transmissdo peptidérgica (DAVISON, 1996). Demonstrada a pouca
probabilidade da participacdo de mediadores adrenérgicos e colinérgicos, restava
investigar a participacdo do SNE através de outros sistemas de mediadores. Os
experimentos deste estudo que demonstraram que a presenca de TTX ou de 60

mM de K+ na solugdo nutridora ndo alteraram o efeito miorelaxante e
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antiespasmodico do OEMV e OP, tomam muito improvavel a participacdo do
SNE nesses efeitos. Essa conclusdo decorre de a TTX, por efeito farmacolégico
(NARAHASHI et al., 1964), e 60 mM de K+, por despolarizar a membrana
citoplasmética (GRAFE, 1980), inativarem os canais de Nat responsaveis pelo
potencial de acdo nervoso, e assim bloquearem qualquer participacdo neuronal
que envolva a transmissdo sinaptica e, “a fortiori”, liberacdo de

neurotransmissores e neuromoduladores.

O relaxamento, induzido por OEMV e OP, de preparacdes pré-contraidas
por 60 mM de K+ na solucdo nutridora, leva a outras conclusbes além daquela
acima mencionada. Em presenca de 60 mM de K+, é muito improvavel que um
relaxamento venha se dever a uma repolarizacdo da membrana sarcoplasmatica
para valores de Em proximos ao potencial de repouso. Isso porque com 60 mM de
K+ no meio extracelular o Ek = -20 mV, a conduténcia da membrana ao K+ ¢ alta
e é K+ o principal responsavel pelo Em (GRAFE, 1980). Por essas mesmas razdes
é também muito improvavel que o relaxamento da preparacdo se deva a ativacéo
de canais de K+, promovendo repolarizagdo. Assim, o relaxamento induzido por
OEMYV e OP do ileo contraido por 60 mM de K+ ndo é razoavelmente explicavel
por alteracdo do Em. Essa conclusdo se toma muito mais inquestionavel a luz dos
resultados das medidas do Em em presenca e auséncia de OEMV e OP, sobre as
quais esses farmacos ndo induziram alteracdo funcionalmente significante em
concentracGes fisiologicas de K+ na solucdo nutridora (5 mM) ou em
concentracgfes altas (60 mM). Tal concluséo é provavelmente aplicavel aos outros
efeitos depressores da contratilidade do ileo, como o relaxamento do ténus basal,
bloqueio da contracdo induzida pelos agonistas ACh e HA, pois as CI50 de
OEMV sédo similares entre si (0 mesmo argumento se aplica para os efeitos

miodepressores do OP). Essas conclusdes se aplicam também nos anéis de aorta
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para o relaxamento das preparacdes pré-contraidas com 60 mM de K+, mas ndo
para o relaxamento da contracdo induzida pelo éster do forbol, pois nesse ultimo
caso a CI50 muito mais alta sugere a possibilidade de mecanismo de acéo

diferente.

O bloqueio pelo OEMV e OP das contragdes induzidas pela ACh, HA e
K+, com CI50 semelhantes, sugerindo portanto mecanismos de agdo comuns,
chegou a abolir totalmente essas contragdes. As contracdes induzidas pela ACh e
HA sédo causadas em parte pela liberacdo de Ca2+ de seus estoques intracelulares
(REMBOLD, 1992) e o efeito relaxante e antiespasmédico do OEMV e OP,
promovendo bloqueio total da contracdo desses agonistas ndo sdo facilmente
explicaveis por acdo deflagradas na membrana sarcoplasmatica. Assim, os dados
discutidos até aqui sdo sugestivos de que 0 OEMV e OP estejam atuando através
de mecanismos intracelulares que envolveriam desde o processo de transducédo de
sinais apds a ativacdo de receptores até a etapa mecénica contratil propriamente
dita (interacdo das proteinas contrateis). No intuito de avaliar a veracidade desta
hipétese, estudamos os efeitos do OEMYV e OP nas contracBes de ACh que estédo
na dependéncia do calcio intracelular (por ocorrerem na presenca de solucéo

nutridora sem adicdo de Ca2t).

A contracdo do musculo longitudinal do ileo de cobaia promovida pela
ACh se traduz em uma resposta constituida de dois componentes: um
componente inicial rdpido e reversivel (contragdo fasica) e um componente que se
desenvolve mais lentamente e de longa duracédo (contracdo ténica) (MACARA &
GIAO-T. RICO, 1992). A contracdo fasica é consequéncia da liberacdo dos
estoques intracelulares de célcio (KOBAYASHI et al.,, 1989; BOURREAU,
1991) de maneira dependente de IP3 (MACARA & GIAO-T. RICO, 1992)
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enquanto que a contracdo tdnica é consequéncia de um aumento [Ca2+]i devido o
influxo deste ion proveniente do meio externo (HOYLE & BURNSTOCK, 1989)
e parece estar relacionado com a ativacdo da enzima PKC pelo DAG. Situagdes
nas quais a concentracdo de Ca2t do meio extracelular encontra-se baixa (OCa-
EGTA) a contracdo induzida pela ACh é dependente da liberacdo de Ca2+ dos
estoques interno (BOLTON, 1979; BORREAU, 1991; ELORR1AGA et al.,
1996). Quando na presenca de bloqueadores de canais de Ca2t como o
metoxiverapamil (D600) ou NIF, em concentragbes capazes de bloquear as
contracdes induzidas por 60 mM de K+, permanece ainda um componente
contratil lento, porém de menor amplitude, como resposta do mdusculo
longitudinal do ileo a presenca da ACh na solugdo nutridora. OEMV (50 pg/ml) e
OP (200 pg/ml) reduziram significantemente contracdes induzidas pela ACh em
presenca de NIF (Fig. 16). O bloqueio pelo OEMV e OP, do componente da
contracdo induzida pela ACh resistente a NIF e independente do Ca2+ externo,
sugere que o bloqueio dos canais de célcio da membrana sarcoplasmatica é uma
hipotese improvavel para explicar totalmente o efeito antiespasmodico dessas
duas substéncias. Isto porque a concentracdo de NIF usada foi suficiente para
bloquear totalmente a contracdo induzida por 60 mM de K+, e supostamente para
bloquear totalmente os canais de célcio dependentes de voltagem da membrana
citoplasmatica. Portanto, OEMV e OP bloguearam o componente da contracao
induzido pela ACh que supostamente ndo depende do influxo de célcio do meio
extracelular através do canal dependente de voltagem. O OEMV e OP
bloguearam também o remanescente da contracdo induzida pela ACh em
solugbes OCa-EGTA. Nessas solucdes a concentracdo de Ca2+ cai para valores da
ordem de 107 a 108 M, e se desfaz (ou se inverte) o gradiente de potencial
eletroguimico que promoveria, em presenca de condicbes apropriadas de

permeabilidade ao Ca2+, um influxo passivo desse ion independente do tipo de
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transporte por ele utilizado. Esses experimentos em solugcées em OCa-EGTA,
portanto, apoiam as conclusdes obtidas dos experimentos usando 0 remanescente
da contracdo da ACh em presenca de NIF. Isto sugere uma hipotese de um sitio
intracelular para a acdo do OEMV e OP. Este efeito do OEMV esta em
consonancia com resultados obtidos no laboratorio de eletrofisiologia da UFC
(FOGACA et al., 1997) onde foi demonstrado a atividade intracelular deste 6leo

(sobre 0 RS) em musculo estriado de sapo.

Os resultados acima discutidos sugerem que OEMV e OP promovem
efeitos miorelaxantes e antiespasmodicos através de uma acdo desencadeada a
nivel intracelular. A reversdo pelo OEMV e OP da contracdo de anéis de aorta
em meio sem adicdo de Ca2t e com 2 mM de EGTA, induzida por PDB, reforca
a conclusdo anterior de que esses fAdrmacos sdo capazes de relaxar contragdes que
independem do influxo de Ca2+ (nesse meio com 2 mM de EGTA sem Ca?+ a

[Ca2+] = 109 M (ARMSTRONG et al., 1972)).Contudo ndo podemos descartar a

possibilidade de um efeito ndo especifico.

Esta documentado que a contracdo induzida por PDB em meio sem adi¢ao
de Ca2+ e com EGTA se deve a aumento da sensibilidade da maquinéria contratil
ao Ca2+ (sensibilizacdo ao Ca?+) devido a ativacdo da proteina quinase
dependente de fosfolipideos, ativada pelo Ca2+ (PKC) (DRUMOND &
HUGHES, 1987; JIANG & MORGAN, 1987; LITTEN et al., 1987; HIRANO et
al.,, 1991; YANAGISAWA & OKADA, 1994; SOMLYO & SOMLYO, 1994).
Os efeitos dos PDBs podem ser mediados através de um outro mecanismo tal

como ativacdo da PLA2 e liberacdo de AA. O AA ¢é um agente Cat

sensibilizante porque aumenta a fosforilagdo da MLC20 e causa contragcdo do
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musculo liso a um nivel de Ca2+ constante, por inibir a defosforilagdo de MLC2o

(SOMLYO & SOMLYO, 1994).

E razoavel levantar-se a hipGtese de que o OEMV e OP atuem em uma
certa etapa da cadeia de eventos celulares que levam a contragdo. A contracéo
induzida por agente contraturante que atue em etapas dessa cadeia posteriores a
etapa de atuacdo do OEMV e OP ndo deve sofrer influéncia desses farmacos.
Assim, o bloqueio pelo OEMV e OP da contragcdo induzida por PDB
provavelmente se deve a uma atuagdo na etapa que envolve a PKC ou etapa
anterior (em relagdo a sequéncia de eventos), 0 que esta em acordo com a
hipotese de acdo intracelular. Essa conclusdo, contudo, ndo se pode generalizar a
todo efeito miorelaxante promovido pelo OEMV e OP. Isso porque, em anéis de
aorta determinou-se nesse estudo que o OEMV e OP relaxam esses anéis pre-
contraidas por 60 mM de K+, com CI50 que foram (43,27 e 61,24 pg/ml,
respectivamente) diferentes das CI50 para relaxamento da contragdo induzida pelo
PDB (344,39 e 440,10 pg/ml). Esse fato sugere que OEMV e OP talvez atuem

em aorta através de mais de um mecanismo de acéo.

4.1.2 ESPECIFICIDADE NA ACAO SOBRE O MUSCULO LISO

As diferengas na poténcia e na eficicia da atuacdo do OEMYV sobre os

musculos lisos dos diferentes segmentos intestinais estudados sdo em alguns

casos conspicuas e provavelmente fimcionalmente importantes.

Quanto ao tbnus basal observamos que o OEMV apresenta poténcia

variavel em induzir relaxamento, verificando-se a maior poténcia no esfincter
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pilérico e a menor na musculatura circular do estbmago. NOs ndo pesquisamos
explicagcdo para esse fendmeno. Talvez o OEMV atue em sitios ou receptores que
influenciam o tbnus basal e que estejam relativamente mais presentes nos
musculos onde esse 6leo essencial é mais potente. Poder-se-ia sugerir que essas
diferencas estejam relacionadas com as distintas vias de sinalizacdo envolvidas
nas contracbes das celulas da musculatura gastrointestinal. Nas ceélulas da
musculatura circular o componente fasico da contracdo se deve a mobilizacdo de
Ca2+ do RS que é precedida pela liidrélise de PIP2 devido a acdo de PLC-pi e
formacao de IP3. IP3 liga-se ao complexo Ca2t+/receptor de IP3 e libera Ca2+ dos
estoques sarcoplasmaticos. Nas células da musculatura longitudinal esse
componente da contracdo se deve a ativacdo da PLA2 dependente de proteina G,
gue leva a formacdo de AA, e este por sua vez, ativa canais de Cf resultando em
despolarizacdo e influxo de Ca2+ através de canais sensiveis a voltagem. O
aumento da [Ca2+]j deflagra a liberacdo de Ca2+ dos estoques sarcoplasmaticos e
induzem contragdo (GRIDER & MAKHLOUF, 1988; MURTHY et al., 1995;
MAKHLOUF & MURTHY, 1997). Admitindo-se que 0S mesmos mecanismos
que geram o componente fasico da contracdo também participam da geracdo do
tébnus basal, é possivel que uma maior poténcia de atuacdo do OEMV em um
desses mecanismos promovam maior poténcia de relaxamento do tdnus basal.
Julgamos, contudo, que essa hipotese é pouco provavel por: i) ela pressupor que
0 mesmo mecanismo do componente fasico da contracdo contribuiria para a
manutencdo do tdnus basal, enquanto seria mais l6gico supor-se que essa
contribuicdo viria dos mecanismos gque promovem 0 componente tonico; ii) o
efeito relaxante do OEMV, presente sobre os mauasculos longitudinais do
estbmago e do ileo, deveria estar ausente nos musculos circulares, e isso ndo

ocorreu com o musculo circular do ileo.
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A literatura registra sensibilidade diferente, quando comparada a aquela de
outros mausculos lisos intestinais, do musculo liso circular pilérico a varios
agentes como o TEA, Bat+ e Sr++ (PAPASOVA, 1989). Registra também uma
resposta contratil a estimulacdo elétrica que é totalmente diferente do musculo
circular das regides vizinhas do duodeno e do antro pilérico (PAPASOVA,
1989). O musculo do piloro do gato e do gamba desenvolvem uma tensdo da
linlia basal muito alta que é mais provavel em relaxar sob estimulo nervoso que
0s musculos do antro pilérico e duodeno (SCHULZE-DELRIEU & SHIRAZI,
1983). Neste estudo estamos demonstrando que OEMV foi, em seu efeito
miorrelaxante, mais potente no esfincter pilérico do que em outros musculos
aumentando assim a lista de agentes aos quais o esfincter pilorico apresenta uma
resposta diferente das apresentadas pelos outros musculos lisos intestinais. Esse
efeito do OEMV, depressor da contratilidade, tem a caracteristica de apresentar
uma maior poténcia sobre o tdnus basal do que sobre a frequéncia da
movimentacdo espontanea do esfincter pilérico. Tem ainda a caracteristica de,
sobre tbnus basal ser efetuado com maior poténcia no esfincter pilorico do que
em outros musculos lisos intestinais. Essas duas caracteristicas de atuacdo sao
provavelmente muito importantes para explicar o padréo de atuagdo do OEMV in

vivo, que, apesar de ser um agente antiespasmaodico acelera o transito intestinal.

Dessa maneira em todas as preparacdes intestinais in vitro estudadas,
embora com poténcias diferentes, 0o OEMYV exerceu, exceto no muasculo circular
do estomago, um efeito depressor sobre o tonus basal. Sobre as movimentagdes
ritmicas o OEMV deprimiu monotdnicamente a amplitude e a frequéncia dos
musculos circular e longitudinal do estbmago e do esfincter pilorico. Em relacéo
ao mausculo circular do ileo, embora sua acdo talvez haja sido parcialmente uma

excecao a este padrdo geral depressivo, pois em baixas concentra¢cées houve uma
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tendéncia a um aumento na amplitude e frequéncia, em concentragcdes mais altas
0 aumento foi abolido. Esta predominante acdo miorrelaxante do OEMV esta em
concordancia com o uso da Mentha x villosa na medicina popular para tratar
colicas intestinais e sugere a possibilidade da utilidade do OEMV como um

agente terapéutico antiespasmaodico.

Embora a acdo do OEMV haja sido, de uma maneira geral depressora do
musculo liso intestinal, algumas caracteristicas do perfil da acdo do OEMV
sobre esse musculo liso mereceram atencdo. A primeira € sua maior poténcia, em
deprimir o tdnus basal em relacdo a movimentacao ritmica espontanea. A segunda
e a diferenca na poténcia em um dado paré@metro, por exemplo, tdnus basal, entre
diferentes preparacGes. A terceira e a diferenca qualitativa do efeito entre
preparacdes pois, no mausculo circular do ileo, diferentemente de outras
preparacdes, ndo se observou (na faixa de concentragbes estudadas) efeito
significante sobre o tdnus basal e observou-se uma tendéncia a uma curva
concentracao-resposta bifasica. O perfil destas caracteristicas sugere que o
OEMV, mais que um depressor geral inespecifico do muasculo liso intestinal, €
um agente gque atua com especificidade através de mecanismos ou receptores 0s

guais ndo estdo igualmente distribuidos pelos varios segmentos do intestino.

4.1.3 ESTUDOS RELACIONADOS

Outras plantas aromaticas do nordeste do Brasil, também usadas como
carminativo, estomaquico e como antiespasmadico em tratamento de distarbios

intestinais, tem Oleos essenciais com atividade antiespasmédica. E o caso de

Croton zehntneri (COELHO-DE SOUZA, 1997; COELHO-DE SOUZA et al.,
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1997 e 1998) e do Croton nepetaefolius (MAGALHAES, 1997; MAGALHAES
et al., 1998). O OEMV, contudo, apresenta diferencas em relacdo as
caracteristicas de efeito e de mecanismo de acdo desses Oleos. OEMV se
diferencia do 0leo essencial de Croton zehntneri por esse uUltimo ndo relaxar
apreciavelmente o ténus basal e induzir oscilacdes contrateis no ileo e ndo relaxar
a contracdo do PDB (COELHO-DE-SOUZA, 1997). O OEMV se assemelha ao
6leo essencial de Croton nepetaefolius por varias razbes: ambos induzem
relaxamento do ténus basal, de amplitude e padrdo de especificidade similares em
relacdo aos varios segmentos intestinais. O OEMV se diferencia do dleo
essencial de Croton nepetaefolius por esse ultimo ndo potencializar, em
concentracdes pequenas, a contracdo induzida pela ACh e HA (MAGALHAES,
1997; MAGALHAES et al., 1998).

Muitas espécies de Mentha sdo usadas na medicina popular e na industria
de todo o mundo. O 6leo essencial de Mentha x piperita (OEMp), cujo principal
constituinte quimico € o mentol, é de grande uso na medicina popular e é usado
também na medicina cientifica. O OEMp foi estudado do ponto de vista
farmacolégico (HfLLS & AARONSON, 1991; BRUNETON, 1995) e
demonstrou possuir efeitos espasmoliticos sobre o musculo liso intestinal, tendo
efeitos semelhantes ao OEMV e OP. O mecanismo de agdo contudo parece ser
diferente desde que se documentou que o OEMp age predominantemente
bloqueando os canais de calcio dependentes de voltagem da membrana
citoplasmatica (HILLS & AARONSON, 1991), e é possivel que esse seja 0 caso
do OEMV e OP.

4.2 EFEITOS SOBRE O SISTEMA GASTROINTESTINAL “IN VIVO”
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OEMV e OP foram eficazes em alterar o transito intestinal de
camundongos em preparagfes in vivo, aumentando a distancia percorrida pelo
marcador, em um dado tempo ao longo do intestino delgado. O método que
elegemos para quantificar alteracdes do transito intestinal inclui a deposicdo do
marcador no estdbmago (JOSHI et al., 1987). Assim, a velocidade de
esvaziamento gastrico influencia também a medida. Assim, é provavel que este
efeito seja pelo menos em parte uma consequéncia da maior poténcia do OEMV
em relaxar o tonus basal do esfincter pilérico do que em relaxar o ténus e a
movimentacdo do musculo circular e longitudinal do estdmago. Assim, é
promovido tuna diminuicdo da resisténcia a passagem do marcador sem alteracao

da forca propulsora, e se acelera o transito (SARNA, 1991).

Sobre a diarréia induzida pelo O6leo de ricino, OEMV aumentou a
guantidade da massa e a frequéncia de evacuacbGes na primeira hora. O OP
apresentou efeito semelhante em relagdo a frequéncia de evacuag@es, porém com
uma dose bem maior; quanto ao seu efeito sobre a quantidade de massa eliminada
a dose de ! mg/kg ndo causou nenhuma alteragdo. A capacidade do OEMV, e
consequentemente OP, em aumentar a quantidade de massa e a frequéncia de
evacuacdes na primeira hora apos a administracdo do OR parece ser contraditério
aos efeitos depressivos do OEMV sobre a motilidade intestinal. Uma analise mais
criteriosa entretanto mostra que os efeitos in vivo e in vitro sdo consistentes, uma
vez que uma diminuicdo do tonus basal sem uma dimuicdo dos movimentos
ritmicos espontaneos deve diminuir a resisténcia luminal ao fluxo do quimo ou
bolo fecal com um direcionamento propulsivo inalterado, e portanto, com uma
propulsdo aumentada. Enquanto o peso médio das fezes durante a primeira hora

foi significantemente diferente do controle com 10 mg/kg de peso corporal, ndo o
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foi com 200 mg/kg de peso corporal de OEMV. Isto é também consistente com
os efeitos mostrados in vitro, desde que uma baixa concentragdo do OEMV
deprime predominantemente o tdnus basal enquanto doses mais altas deprimem
também a motilidade ritmica. Analisando a frequéncia de evacuacdes pode ser
visto que, a partir da terceira hora (quando a frequéncia de evacuacgtes foi maior
gue o controle), a frequéncia de evacuagdes com 200 mg/kg de peso corporal
estava consistentemente diminuida quando comparada ao controle. Isto sugere
que estas maiores doses de OEMV, mais provavelmente deprimem amplamente o
tbnus basal bem como os movimentos ritmicos, tendo assim um efeito consistente
na inibicdo da diarréia. Esses dados confirmam o que ja esta registrado na
literatura (BEST & TAYLOR, 1990): substancias antiespasmédicas ou
miorelaxantes em efeito moderado podem apresentar efeito pré diarreico desde
que promovam uma diminuicdo da resisténcia ao fluxo luminal relativamente

maior do que a diminui¢cdo da movimentac¢édo propulsiva.

O padrdo de atuacdo do OEMV e OP sobre o transito intestinal, um
antiespasmaodico com capacidade de acelerar o transito intestinal, podera revelar-
se, com estudos posteriores, de relevancia terapéutica especial. Sabe-se hoje que
muitas diarréias tém um componente motor predominante e, portanto, 0s
antiespasmaodicos podem ser Uteis no seu tratamento. Por outro lado, os agentes
antiespasmodic-os e depressores da motilidade intestinal que retardam o transito
intestinal podem favorecer a instacdo de infeccdes intestinais (SARNA, 1991). A
Mentha x villosa é usada pelo povo, mas com validacdo cientifica, para tratar
diarréias sanguinolentas e amebiase e giardiase. Assim, é possivel que 0 OEMV
associe propriedades de agente antimicrobiano com as de antiespasmaodico sem a
desvantagem de retardar o transito intestinal. Essa hipotese, contudo, necessita de

estudos adicionais, inclusive em humanos, para sua confirmagao.
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4.3 EFEITO ANALGESICO

Desde que a Mentha x villosa é utilizada em casos de coélicas intestinais
decidimos estudar uma possivel atividade analgésica do OEMV e OP. No teste
em que foi avaliado a participacdo central na atividade analgésica atraves do
estimulo nociceptivo térmico (placa quente) OEMV e OP ndo apresentaram
diferencas estastisticamente significantes quando comparados ao controle. No
teste de contorgbes abdominais, um teste cujo estimulo nociceptivo ¢
consequéncia de uma inflamacéo aguda na area peritoneal (NORTEIOVER, 1963;
GYRES & KNOLL, 1975) OEMV e OP mostraram-se eficazes em reduzir o
namero de contor¢Bes, 0 que sugere uma atividade analgésica de natureza
antiinflamatdria. O estimulo doloroso induzido pela formalina é caracterizada por
uma resposta comportamental bifasica. A primeira fase, caracterizada como uma
dor neurogénica, representa provavelmente um efeito irritante direto da formalina
sobre as fibras C sensoriais, enquanto a segunda fase, decorrente do
desenvolvimento de um processo inflamatério, envolve o recrutamento de células
inflamatorias pelos neurénios primarios adjacentes (HUNSKAAR et al., 1985;
McCARSON & GOLDSTEIN, 1990). Neste teste OEMV e OP apresentaram
uma acentuada atividade analgésica na segunda fase sem interferéncia sobre a
primeira fase, confirmando assim que a atividade analgésica do OEMV e OP ¢é
consequéncia de um efeito antiinflamatorio. Em roedores o OEMV e o0 OP
apresentam atividade depressora do sistema nervoso central (SNC) e analgésica
provavelmente envolvendo mecanismos centrais (PEREZ RAYA et al., 1990;
LIMA, 1994). O OP mostrou significante atividade analgésica nas contorcdes

induzidas por &cido acético e nos métodos de retirada da cauda e imersdo da
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cauda. Nos testes de imersdo da cauda o efeito analgésico do OP foi bloqueado
pelo pré-tratamento com a naloxona, indicando que o mecanismo de acdo pode
envolver um mecanismo opidide (ALMEIDA et al.,, 1996). Uma anélise do
trabalho de PEREZ RAYA e colaboradores (1990) mostra que, a amostra com a
qual trabalhou, o principal constituinte era o piperitol (57,6%) e ndo o OP (10,4%
do peso do 6leo. As nossas conclusdes tomaram-se diferentes das de PEREZ
RAYA et al. (1996) e ALMEIDA et al. (1996), porque além das constituicbes

guimicas dos OEMVs serem diferentes, foram utilizadas técnicas diferentes.

4.4 EFEITOS SOBRE O SISTEMA CARDIOVASCULAR

Os resultados do OEMYV e OP sobre o sistema cardiovascular mostram que
estas substancias causam uma diminuicdo da PAM em ratos anestesiados. Esta
gueda da PAM, provavelmente é parcialmente consequéncia de seus efeitos
relaxantes sobre o mdusculo liso dos vasos circulatérios, incluindo os de
resisténcia, pois, em anéis de aorta e em leito mesentérico de ratos, contraida com
60 mM de K+, o OP reverteu esse efeito espasmaédico de maneira dependente de
concentragdo. Um outro dado que provavelmente contribui para a queda da PAM
é a queda da frequéncia cardiaca que foi diminuida e assim talvez tenha
promovido diminuicdo do debito cardiaco e se sabe que a PAM é determinada
pela resisténcia e pelo débito cardiaco (BEST & TAYLOR, 1990).
Permaneceram inalterados a frequéncia respiratoria, pH, hematécrito e
gasometria, sugerindo que o OEMV e o0 OP, nas doses utilizadas, ndo apresentou
efeito depressor respiratorio. Quando comparadas as T50 e Tgo para 0 OEMV e o

OP verificou-se ndo haver diferenca estatistica entre elas. Os valores de T5 e T80
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foram pequenos, mas ha que se considerar que a administracdo de OEMV e OP

foi realizada em forma de “bolus™.

Um aspecto importante a ser considerado nos efeitos do OEMV e OP
sobre a PAM ¢é que, na promocéo desses o OP foi mais potente do que OEMV, e
essa relacdo € o inverso da observada para os efeitos gastrointestinais, onde a
poténcia do OEMV foi maior. E bem verdade que nos experimentos in Vvivo
cardiovasculares a via de administracdo foi endovenosa e nos experimentos
gastrointestinais foi oral. Contudo, os experimentos em ileo zz vitro também
mostraram uma maior poténcia farmacoldgica para 0 OEMV. Assim, € possivel
que o OP seja mais potente na inducdo de efeitos cardiovasculares do que de
efeitos gastrointestinais. Essa hipotese e, no caso da sua veracidade, as possiveis
implicagcOes terapéuticas, espera, para sua elucidacdo, por investigagoes

adicionais.

4.5 TOXICIDADE

Em relacdo ao estudo da toxicidade subaguda observamos que houve uma
diminuicdo dos niveis de glicose somente com o OP (machos e fémeas) 80
mg/kg. Em relacdo a todos os outros parametros bioquimicos e hematologicos o
OEMV (55 e 110 mg/kg) e o OP (40 e 80 mg/kg) ndo mostraram diferencas
estatisticamente significantes em relacdo ao controle. Foi observado também néo
haver mudanga de comportamento entre animais tratados e o controle. Um
aspecto interessante é que em relagdo ao ganho de peso, machos e fémeas do
grupo tratado com o OEMV, apresentaram um desenvolvimento ponderai

superior aos outros grupos. Mais interessante ainda foi o fato de os machos
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(OEMV 110 mg/kg e OP 80 mg/kg) terem apresentado um significante ganho de

peso quando comparado com as fémeas desses grupos.

Orgéos acessorios sexuais de camundongos machos sexualmente maduros
possuem receptores para os Fatores de Crescimento Insulina simile (ILGF) (LIU
et al., 1992) e insulina, os quais ao serem ativados aumentam a capacidade
esteroidogénica (BERNIER et al., 1986) e de seus efeitos antilipoliticos (ELSAIR
et al., 1984). Assim, é possivel que 0 OEMV e OP, nas doses utilizadas, estejam

ativando receptores para ILGF.

4.6 RELEVANCIA GERAL DO ESTUDO

A Mentha x villosa é amplamente usada no nordeste do Brasil, ndo
somente na medicina popular mas, devido suas acGes na amebiase e giardiase, na
industria fitoterapéutica. Poucos estudos sobre as acdes farmacoldgicas dos
extratos desta planta sdo disponiveis na literatura. O presente estudo contribui
para demonstrar gue 0 OEMYV e OP séo eficazes sobre o musculo liso intestinal,
com efeitos coerentes com o0 uso popular da planta. Isto, junto com a
documentacdo da poténcia farmacoldgica (suficientemente alta para apresentar
atividade intestinal mesmo quando ingerido em pequenas concentra¢des) do
OEMV, sugere a participacdo deste Oleo como principio ativo. Estudos
adicionais, contudo, serdo necessarios para melhor caracterizar as acOes
farmacologicas da Mentha x villosa e a participacdo do OEMV nos efeitos da

Mentha x villosa.
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5 - CONCLUSOES

OEMV promove efeitos miorrelaxantes em todas as preparacoes
gastrointestinais estudadas. A poténcia farmacoldgica na producdo desse efeito

variou muito entre preparacoes.

OEMV e OP exerceram efeitos relaxantes que independem de bloqueio da
transmissdo do impulso nervoso, de receptores nicotinicos ou muscarinicos, de
alteracdo do Em e de influxo de Ca2+ para o meio intracelular, embora ndo possa

ser excluido possiveis efeitos sobre canais de calcio dependentes de voltagem.

As contragOes induzidas por agentes contrateis ACh, HA e 60 mM de K+
foram bloqueadas pelo OEMV e OP em musculo liso intestinal, com CI50
similares, sugerindo que esse bloqueio € independente em termos de receptores

para neurotransmissores e autacoides.

OEMV e OP reduziram a PAM de ratos anestesiados com uretana. Em
tecidos vasculares isolados promoveram efeitos miorelaxantes e, no coracao
efeito cronotropico negativo, efeitos esses aos quais foi atribuida a reducéo da

PAM.

Os estudos utilizando como modelo a diarréia induzida pelo OR e a medida
do transito através de marcador, mostram que esses farmacos podem acelerar 0
transito ou a diarréia, sugerindo que eles sdo agentes antiespasmoédicos com

caracteristicas especiais.
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O OEMV e OP apresentaram atividade analgésica restrita apenas a testes
gue sugerem que essa atividade antinociceptiva € indireta, via efeito

antiinflamatorio.

E, finalmente, os estudos de toxicidade subaguda mostraram que OEMYV e
OP possuem toxicidade baixa, vez que neste estudo ndo foram observadas
alteracbes dos parametros bioquimicos e hematologicos, sugestivos de

toxicidade.
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SUMMARY

The essencial oil of Mentha x villosa (OEMV) induced relaxation of the
basal tonus of the pyloric sphincter, circular and longitudinal muscle of the
stomach and ileum. Piperitonone oxide (OP), the principal constituent of OEMV
relaxed the longitudinal muscle of the ileum. In general, OEMV also blocked the
spontaneous movement of these preparations with a lesser potency than on basal
tonus. The relaxation induced by OEMV and OP on the ileumwas not altered by
TTX, atropine or hexamethonium. Contractions induced by acetylcholine,
histamine and 60 mM K+ were blocked by OEMV and OP. These substances
increased the frequency and the mass of evacuations of diarrhea induced by
castor oil in the first hour after administration. Contractions induced by Kéo and
tetraethylammonium in ileum and K$o and phorbol dibutyrate in guinea-pig aorta
were also blocked. OEMV and OP only slightly hyperpolarized the
transmembrane potential (Em) in 5 and 60 mM K+, an action unlikely to be
functionally important. OEMV and OP blocked the components of the response
to acetylcholine that were insensitive to nifedipine or to calcium-free solution.
OEMV and OP decreased mean arterial pressure without alteration of pH,
haematocrit or gasommetry. OEMV and OP induced analgesia. OEMV and OP
showed low toxicity in a study of sub-acute toxicity. In conclusion, OEMV and
OP demonstrated pharmacological activity whose potency varied between
preparations and wliich was consistent with the use of Mentha x villosa in

popular medicine.
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