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RESUMO

O 1.8 CINEOL RATOS ACORDADOS E ANESTESIADOS INIBE A
MOTILIDADE GASTRINTESTINAL EM RATOS ACORDADOS E ANESTESIADOS

Estudar o efeito do OECN e do 1.8 cineol, componentes do Croton
nepetaefolius, planta do Nordeste usada na medicina popular para distarbios do
trato gastrintestinal (TGI), sobre o comportamento motor do TGI de ratos Wistar.
Para tanto,foram utilizados 121 animais machos, pesando entre 200 a 350gq,
distribuidos nos dois seguintes grupos de estudo: i) esvaziamento gastrico (EG),
transito gastrintestinal (Gl) de liquido e pressao arterial (PA) em ratos acordados,
i) complacéncia gastrica, PA, pressao venosa central (PVC) e frequiéncia cardiaca
(FC) de ratos anestesiados. Foram avaliados, em 106 ratos acordados sob jejum e
livre acesso a agua por 24h, o efeito da injecéo (0,2mL; e.v.) de OECN (3ug/Kg) e
do 1.8 cineol (1, 3, 10 e 30ug/Kg) ou veiculo (salina 0,9%) sobre o EG e o transito
Gl de liquido, bem como sobre a PA. Mediante gavagem, 1,5mL da refeicao-teste
(vermelho de fenol - 0,5mg/mL em glicose a 5%) foi injetada no estbmago. Depois
de 10min,foram sacrificados os animais e, apds laparotomia, obstruimos o piloro, o
cardia e o ileo terminal. Removeu-se e dividiu-se o TGl em: estdbmago e
segmentos consecutivos do intestino delgado (40% iniciais; 30% mediais e 30%
terminais). A retencao fracional de vermelho fenol em cada segmento, medida por
espectrofotometria a 560nm, permitiu o célculo do EG e transito GI. Em um grupo
separado de animais, a PA foi monitorada continuamente por meio de um sistema
digital de aquisicdo de dados durante 20min antes e 30min apos o tratamento com
1.8 cineol ou diluente. Comparado ao grupo controle, observou-se aumento da
retencdo gastrica (p<0,05) de 43,9+34% (grupo controle salina) para 54,9+4,7,
61,3+3,3; 56,2+1,7 e 55,8+2,1% nos animais tratados com 1.8 cineol nas doses de
1, 3, 10 e 30 pg/Kg, respectivamente sacrificados 10 min apds a gavagem.
Observou-se também diminuicdo significativa do transito gastrintestinal neste
grupo de animais. O 1.8 cineol induziu diminuicdo (p<0,05) da PA em relacdo ao
periodo basal (de 124+5,2 para 119+5,2; 100,2+4,3; 99,8+0,5 e 88,6+2,7mmHq)
nas doses de 1, 3, 10 e 30 ug/Kg. Este efeito foi fugaz para a dose de 1 e 3ug/Kg

em relacdo ao periodo basal. Entretanto, nas doses de 10 e 30 ug/Kg , os animais




ndo apresentaram recuperacdo da PA. O tratamento com OECN aumentou
significativamente a retencédo gastrica (53,1+2,4 vs 43,9+3,4) enquanto diminui o
transito gastrintestinal quando comparamos aos animais que receberam tratamento
com salina. O pré-tratamento cirlrgico por vagotomia subdiafragmética, mas nao a
esplancnotomia, inibiu os efeitos do 1.8 cineol sobre os EG e transito gastrintestinal
de liquidos. Os estudos de complacéncia gastrica foram conduzidos em 15 ratos
anestesiados, sob jejum de 24h. As varia¢cdes do volume gastrico (VG), foram
medidas por pletismografia, enquanto a PA, FC e PVC foram monitoradas
continuamente por um sistema digital de aquisicdo de dados. Observou-se
diminuicdo do VG, o qual foi significativo aos 30, 40, 50 e 60min apos o tratamento
com 1.8 cineol (3pg/Kg) quando comparado ao perido basal (2,0+0,1; 1,9+0,1;
1,8+0,1 e 1,7+0,1mL, vs 2,1+0,2mL — p<0,05). A PA apresentou queda significativa
apos a administracdo de 1.8 cineol (3pg/Kg), mantendo-se assim durante os 60min
de monitoracao (87,9+7,7; 87,6+7,1; 87,9+6,4; 87,845,7; 86,0+5,5 e 87,7+6,0mmHg,
respectivamente vs 94,4+6,2; mmHg), bem como a FC (366,3+13,4; 361,7+11,5;
357,3+10,4; 353,0+10,4; 348,3x11,1 e 350,4+13,7bpm respectivamente vs
395,2+11,1bpm). J& a PVC nao sofreu varia¢gdes significativas durante o tratamento.
Em conclusdo o OECN e o 1.8 cineol diminuem a motilidade gastrintestinal,
retardando o EG e o transito Gl de liquido em ratos acordados; diminui a
complacéncia gastrica em ratos anestesiados além de apresentar efeitos hipotensor
e bradicardico; provavelmente por acdo direta sobre a musculatura lisa

gastrintestinal e vascular e modulacéo do sistema nervoso parassimpatico.

Palavra Chave: Medicina Tradicional




ABSTRACT

It was studied the effect of EOCN and 1,8 cineol, components of the
Croton nepetaefolius - plant of North-East of Brasil, used in the popular medicine
for riots of the gastrointestinal sistem - on the motor behavior of the gut of Wistar
rats. We used 121 male animals, weighing 200-350g, distributed in the two
following groups of study: effect of the OECN and the 1,8 cineol on: i) the gastric
empyting (GE), the gastrointestinal (Gl) transit of liquid and the arterial pressure
(AP) in awake rats and ii) the gastric compliance, the AP, the central venous
pressure (CVP) and the cardiac frequency (FC) of anaesthetized rats. It was
evaluated, in 106 awake rats under starvation for 24h with free access to water, the
effect of injection (0,2mL; i.v.) of OECN (3ug/Kg) or 1,8 cineol (1, 3, 10 and
30ug/Kg) or vehicle (saline 0.9%) on GE and Gl transit of liquid, as well as on AP.
A test meal (1,5mL of phenol red - 0,5mg/mL in glucose 5%) was injected in the
stomach by gavagem. After 10min,it was sacrificed the animals and obstruct the
pyloro, cardia and terminal ileo. It was removed and divide the gut in: stomach and
consecutive segments of small intestine (40% proximal; medial 30% and 30%
distal). After homogenization of these visceral portions, it was determined the
absorbance of the samples at 560nm. The fracional dye retention in each segment
allowed the calculation of the GE and Gl transit. In a separate group of animals, the
AP was monitored continuously by digital system of acquisition data during 20min
before and 30min after the treatment with 1.8 cineol or diluente. Treatment with 1,8
cineol (3ug/Kg) was evaluated also in animals after sacrifice 20 or 30min after
gavagem. Compared with control, the gastric retention increase (p<0,05) of
43,9+34% for 54,9+4,7; 61,3+3,3; 56,2+1,7 and 55.8+2.1% in the treated (1.8
cineol 1, 3, 10 and 30ug/Kg, respectively) animals, sacrificed 10 min after gavage.lt
was also observed significant reduction on the GI transit in this group. The 1,8
cineol (1, 3, 10 and 30ug/Kg) induced reduction (p<0,05) of the AP (of 124+5,2 for
119+45,2; 100,2+4,3; 99,8+0,5 and 88,6+2,7mmHg, respectivelly). This effect was,
however, fugaz, for dose 1 and 3ug/Kg, however the doses of 10 and 30ug/Kg, the
animals had not presented recovery of the AP. Treatment with EOCN also
increases gastric retention (53,1+2,4 versus 43,9+3,4, p<0,05) while reduces Gl




transit. The surgical pre-treatment by sub-diafragmatic vagotomy, but not it
splancnotomy, inhibited the 1,8 cineol effect on the GE and Gl transit of liquid. ii)
The effect of 1.8 cineol (1 or 3ug/Kg) on gastric compliance had been lead in 15
anaesthetized rats, under jejun of 24h. The variations of the gastric volume (GV),
had been measured by plethysmography, while the AP, FC and CVP had been
monitored continuously by a digital system of data acquisition. We observe
reduction of the GV (p<0.05), which was significant on 30, 40, 50 and 60min after
treatment (2,0+0,1; 1,9+0,1; 1,8+0,1 and 1,7+0,1mL, versus 2,1+0,2mL) 1 or
3ug/Kg of 1.8 cineole. The AP presented significant fall after the administration of
1.8 cineol, remaining thus during 60min of monitorization (87,9+7,7; 87,6%7,1,;
87,9+6,4; 87,8%5,7; 86,0+5,5 and 87,7+6,0mmHg, respectively versus 94,4+6,2;
mmHg), as well as the FC (366,3t13,4; 361,7+11,5; 357,3+10,4; 353,0+10,4;
348,3+11,1 and 350,4+13,7bpm, respectively versus 395,2+11,1bpm). The CVP
did not suffer significant variations after treatment. In summary, it was observed
the OECN and the 1,8 cineol treatments diminish the gut motility, delaying the GE
and GI transit of liquid in awake rats; it reduces the gastric complaciance in
anaesthetized rats besides presenting effect hipotensor and bradicardic; probably
for direct action on the gastrointestinal and vascular smooth muscel and moduling

the parassimpatic nervous system.
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1. INTRODUCAO

O conhecimento sobre Oleos essenciais de plantas data desde alguns
séculos antes da era cristd. As referencias histéricas, de obtencao e utilizacao de
Oleos estdo ligadas, originalmente, aos paises orientais, com destaque para o

Egito, Iraque, Jap&o, China e india (Lavabre, 1993)

A evolugdo de conhecimentos técnicos sobre os 6leos essenciais deu-se
em meados do século XVIIl, quando se iniciaram o0s estudos das suas
caracteristicas quimicas. Atualmente € bastante grande o numero de plantas
cujos Oleos essenciais exibem impacto econdémico. Tal ocorréncia vai desde
plantas rasteiras, como é o caso da horteld e dos crétons, até plantas de porte

arbéreo, como € o caso do eucalipto. (Craveiro et al., 1981)

O interesse do homem pelos Oleos essenciais esta baseado na
possibilidade da obtencdo de compostos aromaticos, os quais fazem parte de
nosso dia a dia, seja na area da cosmética, seja na area meédica. Muitos desses
compostos sdo atualmente obtidos sinteticamente, por razdes econémicas e por
dificuldades na continuidade da obtencao das plantas produtoras, bem como pelo
interesse na obtencdo de novos componentes aromaticos. Contudo, a busca pelo
naturalismo tem feito crescer a demanda por produtos obtidos diretamente das
plantas. Além do mais, os aromas sintéticos ndo conseguem reproduzir a

perfeicdo dos aromas naturais (Craveiro et al., 1981).
1.1. Definicbes basicas sobre Oleos essenciais

Os oOleos essenciais, também conhecidos como Oleos volateis, 0leos
etéreos ou simplesmente esséncias, sdo definidos pela “International Standard
Organization” (ISO) como produtos obtidos de partes das plantas, através da
destilacao por arraste com vapor d’agua, ou como produtos obtidos da expressao
dos pericarpos de frutos citricos. Sdo misturas complexas de substancias volateis,

lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas (Magalhaes, 1997)

As denominacOes dadas a estes Oleos dependem de suas caracteristicas

fisico-quimicas. S&o considerados Oleos por serem, geralmente, liquidos de
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aparéncia oleosa a temperatura ambiente; por apresentarem volatilidade,
recebendo ainda o nome de 6leos volateis; e sdo chamados de esséncias, devido
ao aroma agradavel e intenso da maioria de seus representantes. A denominacéo
Oleos etéreos se deve ao fato dos mesmos serem sollveis em solventes

organicos apolares, como éter (Matos e Matos, 1989; Lavabre, 1993).

Outras caracteristicas que podem ser identificadas nos 6leos essenciais

Sabor: geralmente acre (acido) e picante;

e Cor: guando recentemente extraidos, os 0leos sdao geralmente incolores ou
ligeiramente amarelados; pouco sdo aqueles que apresentam cor, como o 0leo
volatil de camomila, que tem colora¢éo azulada;

e Estabilidade: normalmente os 6leos essenciais sao instaveis, principalmente
na presenca de ar, luz, calor, umidade e metais;

e A maioria dos Oleos essenciais possui alto indice de refracdo e sao
opticamente ativos, propriedades estas usadas na sua identificacdo e controle

da qualidade.

1.2. Propriedades dos 6leos essenciais

Dentre os agentes terapéuticos provenientes de plantas, com uso medicinal
popular e cientifico, destacam-se o0s 0leos essenciais. Esses 0leos, também
conhecidos como esséncias, sdo principios ativos oleosos e volateis,
responsaveis pelo aroma caracteristico das chamadas plantas aroméaticas
(produtoras de Oleos essenciais), muitos deles inclusive possuindo propriedades
ativas em sistemas bioldgicos, o que os tornam portanto, de interesse cientifico.

Constituem-se em complexas misturas de componentes classificados
quimicamente em diversos grupos (terpenos, fendis, etc) e, geralmente, é
possivel atribuir a um ou mais constituintes as acdes dos Oleos essenciais sobre
estes sistemas. Apresentam uma grande importancia econbmica e sao
largamente utilizados na industria com os mais diversos fins como aromatizantes,

repelentes de insetos, em perfumaria, na composicdo de desinfetantes e
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cosméticos, na preparacdo de alimentos e licores (Freise, 1935; Jacobs, 1948;
Craveiro et al., 1977).

Na medicina popular sdo utilizados, na forma de chas e infusatos, como
sedativos, estomaquicos, antiespasmaddicos, antidiarréicos, antiparasitarios,
antimicrobianos, analgésicos, diuréticos e hipotensores, antimalaricos, anti-
hemorroidarios, anti-sifiliticos e no tratamento de rinite alérgica (Freise, 1935;
Mendonga et al., 1991; Klayman, 1985).

O estudo dos efeitos dos O6leos essenciais de plantas comumente
encontradas em nossa regido sobre tecidos animais e, particularmente, sobre as
células musculares tem se tornado rotineiro nos ultimos anos e tém demonstrado
atividades farmacoldgicas coerentes com a sua utilizagdo na medicina popular
(Leal-Cardoso e Fonteles, 1999). Neste sentido, o 6leo essencial de Croton
zehntneri, espécie mais conhecida como "canela-de-cunhd@", mostrou-se
possuidor de interessantes propriedades farmacoldgicas sobre o musculo
esquelético e sobre o masculo liso intestinal.

O dleo essencial do Croton zehntneri e seus principais constituintes anetol
e estragol inibiram as contracdes induzidas tanto pela estimulacdo elétrica direta
no nervo como pela acetilcolina, enquanto potencializam as contracfes
produzidas pela cafeina (Albuquerque et al., 1995).

No mauasculo liso os efeitos do estragol sédo predominantemente
antiespasmaodicos. Por outro lado o estragol, em concentracbes maiores que
10ug/ml, também produz contracdes ritmicas em ileo e aumenta a amplitude e a
freqUiéncia das contracbes espontaneas da bexiga de cobaio sugerindo que este
Oleo essencial pode exercer efeitos modulatérios diferenciais na contratilidade de
varios musculos lisos.

Outro 6leo essencial farmacologicamente ativo em células musculares lisas
e esqueléticas é o da Mentha x villosa, conhecida popularmente como "hortela-
rasteira”, que recentemente teve descrita uma atividade hipotensora (Lahlou et
al.,, 2001). Em musculo sartério de sapo este 6leo essencial também apresenta
uma atividade inibitéria sobre contra¢des induzidas por solu¢des contendo 80mM
de K' e potencializa as contracbes induzidas pela cafeina. Por outro lado, em
concentrac6es maiores que 1mg/mL produz contracdes que sao bloqueadas pela

procaina.
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O principal constituinte do hidrolato obtido na extracao do 6leo essencial da
M. Villosa, o Oxido de piperitenona, também se mostrou ativo sobre diversas
preparacdes biologicas inclusive sobre o musculo liso intestinal de cobaio com
efeitos antiespasmaddicos. O 6leo essencial da Alpinia speciosa, planta conhecida
popularmente como "colonia" apresentou efeito relaxante e antiespasmaodico

sobre preparacdes intestinais de ileo de rato (Bezerra et al., 2000).

1.3. Oleo essencial do Croton nepetaefolius

Croton nepetaefolius Baill € a denominacéo cientifica de um tipo de arbusto
comum no Nordeste brasileiro popularmente conhecido como marmeleiro sabia.

E um exemplar da familia Euphorbiaceae e do género Croton, um dos mais
bem representados na flora nordestina, encontrado nos cerrados, matas
litordneas e principalmente nas caatingas (Ducke, 1959).

De acordo com citacbes populares, as plantas representantes deste
género, nativas da regido Nordeste do Brasil, podem ser agrupadas em quatro
categorias distintas, trés delas com caracteristicas bem definidas. O quarto grupo
que apresenta caracteristicas mais difusas, € constituida pelas outras espécies do

género Croton.

O Croton nepetaefolius, como 0 nome popular indica € uma das espécies
pertencente a categoria dos marmeleiros que, assim como outras plantas deste
género, € produtor de 6leo essencial com aroma agradavel e caracteristico.

Tem-se feito a identificacdo destes constituintes através de técnicas como
a cromatografia gasosa e a espectrometria de massa em amostras de Oleo
extraidas por arraste de vapor d'agua. A constituicdo quimica do 6leo essencial do
Croton nepetaefolius como documentada pelo Departamento de Quimica
Organica da UFC depende de varios fatores inclusive da época da colheita do ano
e da regido geografica onde a planta é colhida. Seus principais constituintes sao:
1,8-cineol (conhecido também como eucaliptal), metil-eugenol, terpineol B-
cariofileno e xantoxilina, entre outros de menor importancia na sua contribuicao

percentual (Magalhaes, 1997).
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1.3.1. Ac¢des farmacoldgicas do 6leo essencial do Croton nepetaefolius

Algumas agfes farmacologicas do 6leo essencial do Croton nepetaefolius
(aqui denominado simplesmente de OECN) tém sido demonstradas nos ultimos
anos. Recentemente, descreveu algumas caracteristicas farmacologicas deste
Oleo essencial.

Administrado por via oral em cobaios, o OECN apresentou uma DL50
acima de 3g/Kg de peso corporal, caracterizando sua baixa toxicidade aguda.
Além disso, em cobaios, por esta mesma via de administracdo, o OECN
apresentou uma atividade antiedematogénica nos modelos de edema de pata
induzidos por dextrana, histamina e carragenina, em doses relativamente baixas
(10 a 300mg/Kg). Ja em doses de 30 a 300mg/kg o OECN exibe atividade
analgésica em modelos de nocicepc¢éo induzida por acido acético, formalina e
estimulo térmico.

Na medicina popular, a planta é utilizada para distarbios gastrintestinais.
Em preparagbes com o musculo liso intestinal in vitro de cobaia o OECN
demonstrou propriedades miorrelaxantes (Magalhdes, 1997 e Magalhédes et al.,
1998).

Em camundongos, a administracdo intragastrica de OECN (10 a
100mg/Kg) aumentou o tempo de transito gastrintestinal de uma refei¢céo liquida
contendo marcador de carvao depositado no estbmago (Magalhaes, 1997). Este
mesmo efeito também foi observado em animais que tiveram o transito
gastrintestinal acelerado pelo tratamento prévio com o 6leo de ricino (Magalhéaes,
1997 e 1998).

Em preparacdes isoladas o OECN diminuiu o ténus basal e reduz a
amplitude das contracdes espontaneas de segmentos de ileo bem como dos
esfincteres gastro-esofagico, pilérico e ileo-cecal de cobaios, as CE50 situaram-
se em uma faixa de concentracdo de 0,9 a 16 e 8 a 150 pug/mL, respectivamente.
Em ileo, o OECN e seus constituintes cineol, metil-eugenol e terpineol produzem
diminuicdo do ténus basal com valores de CE50 correspondente a 16, 322,9e 71
ug/ml, respectivamente além de bloquear as contracdes induzidas por solucdes
contendo 60mM de K sob CI50 de 18, 419, 12 e 95 pg/ml, respectivamente
(Magalhaes et al., 1998).
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Estes dados demonstram que o OECN possui propriedades miorrelaxantes
e antiespasmaddicas in vivo e in vitro, 0 que é consistente com 0 uso de
preparacdes da planta na medicina popular como um antiespasmaodico intestinal
(Dantas, 1979; Craveiro et al., 1980).

Alguns dos principais constituintes do OECN possuem atividades
farmacoldgicas diversas e ndo menos interessantes. O 1,8-cineol, também
conhecido como eucaliptal, € um terpeno encontrado no 6leo essencial de muitas
outras plantas como o eucalipto e o araca. Tradicionalmente € utilizado pela
industria  farmacéutica por suas propriedades descongestionantes e
antitussigenas ao reduzir os danos gastricos induzidos por etanol e inibir o volume
e a acidez do suco gastrico em ratos (Santos e Rao, 2001).

Também foram relatados efeitos inibitérios do cineol sobre edema de pata
induzido pela carragenina, sobre a nocicepcéo induzida pela formalina e acido
acético e apresentou efeitos depressores do sistema nervoso central (Santos e
Rao, 2000). O terpineol, por outro lado, apresentou atividade anestésica local em
nervo ciatico (Moreira et al., 2001) e em preparacfes frénico/diafragma de rato
assim como no teste de reflexo da conjuntiva de coelho (Ghelardini et al.,2001).

Baseados nestes trabalhos resolveu-se entdo estudar as acdes da injecao
e.v do 1.8 cineol e o 6leo bruto (OECN), sobre a motilidade gastrintestinal, bem as

repercussdes hemodinamicas desta administragao.
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2- OBJETIVOS

1-Estudar o efeito do 1.8 cineol e do OECN sobre o esvaziamento gastrico e

sobre o transito gastrintestinal de liquido em ratos acordados.

2-Estudar o efeito do 1,8 cineol sobre a complacéncia gastrica de ratos

anestesiados.

3-Estudar o efeito do 1.8 cineol sobre a presséao arterial (PA), freqtiéncia cardiaca
(FC) e a pressdo venosa central (PVC), em ratos acordados e

anestesiados.

4-Investigar a possivel participacdo do nervo vago e dos nervos esplancnicos, nos
efeitos do 1.8 cineol, sobre o esvaziamento gastrico e o0 transito

gastrintestinal em ratos acordados.
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3. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ratos Wistar machos (n=121) pesando entre 180-350g,
provenientes do Biotério Central da UFC. Todo o manuseio e os procedimentos
aqui descritos foram conduzidos de acordo com as normas do colégio brasileiro
de experimentacdo animal apds aprovacao pelo Comité de Etica da Faculdade de
Medicina da UFC.

Para facilitar o entendimento do leitor, apresentamos o trabalho em dois
(02) grupos de estudos, a saber:
1) Efeito do 1.8 cineol e do OECN sobre o esvaziamento gastrico
e sobre o transito gastrintestinal de liquido em ratos
acordados;
2) Efeito do 1.8 cineol e do OECN sobre a complacéncia géastrica

de ratos anestesiados;

O 1.8 cineol e o OECN foram gentilmente cedidos pelo Laboratorio
do Prof. Henrigue Cardoso. As demais drogas e reagentes utilizadas neste
estudo foram adquiridas junto a Sigma™, com recursos oriundos do CNPq, da
CAPES e da FUNCAP.
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3.1. Estudo | - Efeito do 1.8 cineol e do OECN sobre o esvaziamento gastrico e

sobre o transito gastrintestinal de liquido em ratos acordados

3.1.1. Procedimentos cirdrgicos
3.1.1.1. Canulacéo dos vasos cervicais

Neste estudo utilizaram-se 106 ratos Wistar machos pesando entre 180 a
220g. Apoés anestesia com éter, os animais foram submetidos a tricotomia nas
regides cervical anterior e posterior, segmento que corresponde da terceira a

sétima vértebra cervical.

Foi realizada entdo, cervicotomia transversa de 03 cm de extensao na
regido clavicular, seguida de disseccdo por planos e divulsdo dos musculos
esternocleidomastoideo e esternoioideo esquerdos. A seguir, expde-se a artéria
carotida comum esquerda e veia jugular externa direita. Estes vasos foram
reparados de modo a permitir a insercdo de canulas de polietileno, cheias de
solucdo salina heparinizada (1000U/ml). A artéria caroétida, foi canulada com um
PES50 e se prestou & monitorizacdo da pressdo arterial, jA& a veia jugular foi
canulada com um PE 90 e se prestou a administracao de drogas ou diluente bem

como se prestou a monitoracdo da pressao venosa central.

A extremidade livre destas canulas, ocluidas por mandril, foram guiadas
através do subcutaneo por um trocater até a regido interescapular, e ali fixadas

com fio naylon 4-0.

3.1.1.2. Vagotomia subdiafragmética

Um grupo a parte de ratos foi submetido a laparotomia mediana, 72 horas
antes dos estudos. Apos a abertura do peritdnio manipulou-se cuidadosamente o
esbfago distal, o qual foi reparado para a execucdo de lagueadura dos nervos
vagos anterior e posterior na regido da cérdia, esta regido foi ainda cauterizada
quimicamente com alcool a 100%. Realizou-se a revisdo da hemostasia, com

posterior sintese por planos, segundo a técnica descrita por Tache (1987).
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Outro grupo de ratos de mesmo numero do anterior foi submetido a
laparotomia, abertura da cavidade abdominal por planos, isolado o esbdfago
abdominal, visualizado 0s nervos vagos anterior e posterior e em seguida nao
realizamos laqueadura dos nervos vagos e procedemos ao fechamento da

cavidade por planos , este foi chamado de grupo controle (falsa vagotomia).

3.1.1.3. Esplacnotomia

Um grupo de ratos foi submetido a tricotomia da regido abdominal,
seguida de assepsia e anti-sepsia com Povidine® (PVPI). Mediante laparotomia e
insercdo de uma compressa para rebater as alcas intestinais, abordaram-se os
nervos esplancnicos, apods visualizagdo destes na regido do tronco celiaco, que é
o primeiro ramo abdominal da aorta. Entdo, seccionou-se o ganglio celiaco
seguido da seccéo dos nervos esplancnicos. A seguir a foi area cauterizada com
alcool a 100%, este procedimento aconteceu 72 horas antes dos estudos de

esvaziamento gastrico, segundo a técnica descrita por Tache (1987).

3.1.2. Determinacdo da taxa de esvaziamento gastrico (EG) e do transito

gastrintestinal (Gl)

3.1.2.1. - Determinacgao do EG e do transito Gl.

Para a determinacdo do EG e do transito Gl utilizou-se uma técnica
descrita inicialmente por Reynell e Spray (1956) e extensivamente utilizada em
nosso laboratério, com as devidas adaptacfes (Rego et al., 1998; Gondim et al.,
1999; Camurca et al., 2004).

Inicialmente, os animais receberam mediante gavagem 1,5mL da
refeicdo teste, contendo um marcador ndo absorvivel (vermelho de fenol -
0,5mg/mL em glicose a 5%). Decorridos 10, 20 ou 30min ap6s a administragdo
da refeicdo, os animais foram, entdo, sacrificados, por deslocamento cervical.
Mediante laparotomia mediana, o estbmago e o intestino delgado foram expostos

e, em seguida, obstruidos ao nivel do piloro, do cardia e do ileo terminal.
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Posteriormente, removeu-se todo o trato gastrintestinal (TGI), desde
o esOfago até o reto. O TGI foi estendido sobre uma prancha graduada em
centimetros e dividido em 4 segmentos consecutivos: estdbmago; os 40%
proximais do intestino delgado; os 30% mediais do intestino delgado e os 30%
distais do intestino delgado.

A seguir, cada segmento foi imerso num cilindro graduado para
determinacdo do volume destes segmentos. Em seguida, foram triturados e
homogeneizados com 100mL de NaOH 0,1N por meio de um liquidificador de
mao (Black and Decker®) durante 30s.

A suspenséao foi deixada em repouso durante 20min a temperatura
ambiente. Em seguida retiramos do sobrenadante uma aliquota de 10mL que foi
centrifugada durante 10min a 2800rpm. Apds esse procedimento, uma amostra
de 5mL do sobrenadante foi retirada e adicionado 0,5mL de acido tricloro-acético
(20% wt:vol), sendo o produto centrifugado a 2800rpm por mais 20min. No final,
foram retirados 3mL do novo sobrenadante e adicionados 4mL de NaOH 0,5N de
modo a revelar o corante. Determinou-se a absorbancia da amostra a 560nm
utilizando o espectrofotdmetro Spectrum®.

A quantidade de vermelho fenol recuperada em cada segmento foi
calculada conforme a equacao (m=C x volume). E a percentagem de retencao de
vermelho fenol em cada segmento (x) expressa de acordo com a seguinte

equacao:

Quantidade de VF recuperado ne segmento X

Retencgdao no segmento X = -
Z da quantidade de VF recuperada nos segmentos do TGI

2 — Somatorio; VF — Vermelho de fenol

A recuperacao fracional do corante nos quatro segmentos do TGl
permitiu-nos estimar a progressdo do marcador ao longo do TGI, que
identificamos como indice do transito Gl. No caso em particular do estbmago, a
recuperacgéo fracional do corante neste segmento serviu como indice de retencao

gastrica.
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3.1.3. — Monitorac&o dos parametros hemodinamicos

Em um grupo separado de animais (n=8) monitorizaram-se a
pressdo arterial (PA), a frequéncia cardiaca (FC) e a pressdo venosa central
(PVC). Com esse propdésito, as canulas da artéria carétida e da veia jugular foram
conectadas a transdutores de pressdo acoplados a um sistema de aquisicao de
dados biologicos (Power-Lab ADInstrumensts®) registrados em micro-
computador. J& os valores da FC foram derivados diretamente dos registros de
PA.

Todos os parametros hemodinamicos foram obtidos continuamente
por até 60min, ou seja nos 20min iniciais do periodo basal, nos 10min posteriores
ao tratamento com 1.8 cineol ou OECN ou mesmo o diluente, bem como durante
0s 10, 20 ou 30min do periodo po6s-prandial, imediatamente anterior ao sacrificio

dos animais.

3.1.4. Protocolos Experimentais
3.1.4.1. Curva dose resposta do 1.8 cineol sobre o0 EG e transito Gl (n=62)

Um grupo de ratos foi submetido a canulacéo da artéria carétida e da veia
jugular e permanecem em jejum por 24 horas antes do experimento, mas teve

livre acesso a agua. Monitorizaram-se a PA, a FC e a PVC por 30min.

A seguir, administrou-se e.v. 1.8 cineol nas doses de 1, 3, 10 ou 30ug/kg,
apo6s 10 min os animais foram gavados, através de sonda orogastrica, com 1,5mL

da refeicdo teste marcada com vermelho fenol.

Decorridos 10min da gavagem, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e entdo se procedeu laparotomia para retirada do
estdbmago e intestinos e a realizacdo do estudo do esvaziamento gastrico e do

transito gastrintestinal pelo método descrito acima.
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Um grupo de ratos foi submetido aos mesmos procedimentos, 0s quais sofreram

apenas administragcédo de salina e.v., constituindo o grupo controle (Figura 3.1.1).

-30 -10 0 10 min
| | |
- en aan a=s ' ‘ ? ‘ >
Monitoracéo da ~Administracéo e.v. Gavagem 1,5mL  Sacrificio - deslocamento cervical
PA, PVC e FC 1.8 Cineol (1, 3, 10 ou 30ug/Kg) Refeicao teste Determinag&o do EG e TGl

Salina 0,9% - 0,2mL

Figura 3.1.1 — Delineamento experimental do protocolo utilizado para construcdo da
curva dose-resposta 1.8 cineol (1, 3, 10 e 30ug/Kg - e.v.) ou do diluente (salina 0,9% -
e.v.) sobre a taxa de EG e transito Gl de liquido em ratos acordados.

3.1.4.2. Curva de esvaziamento gastrico e transito gastrintestinal (n=42)

Outro grupo de animais foi submetido a canulacao da artéria carétida e da
veia jugular, mantidos em jejum por 24 horas, mas com livre acesso a agua.

Tiveram a PA, a FC e a PVC monitoradas por 30min.

A seguir, administrou-se e.v. 1.8 cineol na dose de 3ug/kg, apés 10 min os
animais foram gavados, através de sonda orogdstrica, com 1,5mL da refeicdo

teste marcada com vermelho fenol.

Decorridos 10, 20 ou 30min da gavagem, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e entdo se procedeu laparotomia para retirada do
estbmago e intestinos e a realizacdo do estudo do esvaziamento gatrico e do

transito gastrintestinal pelo método descrito acima.
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Um grupo de ratos foi submetido aos mesmos procedimentos, 0s quais sofreram

apenas administragédo de salina e.v., constituindo o grupo controle (Figura 3.1.2).

-30 -10 0 10 20 30 min
! ! ! !
-— — — — ; ? = x x x = ! ‘ =
Monitoracéo da Administragio e.v. Gavagem 1,5mL  Sacrificio - deslocamento cervical
PA, PVC e FC 1.8 Cineol (3ug/Kg) Refeicao teste Determinacgéo do EG e TGl

Salina 0,9% - 0,2mL

Figura 3.1.2 - Delineamento experimental do protocolo utilizado para construcdo da
curva de esvaziamento gastrico apo6s a administracéo e.v. de 1.8 cineol (3ug/Kg) ou do
diluente (salina 0,9%) em ratos acordados.

3.1.4.3. Acdo do OECN sobre o esvaziamento gastrico e transito gastrintestinal
(n=15)

Outro grupo de animais foi submetido a canulacao da artéria carotida e da
veia jugular, mantidos em jejum por 24 horas, mas com livre acesso a agua.

Tiveram a PA, a FC e a PVC monitoradas por 30min.

A seguir, administrou-se e.v. OECN na dose de 3ug/kg, ap6és 10 min os
animais foram gavados, através de sonda orogdstrica, com 1,5mL da refeicdo

teste marcada com vermelho fenol.

Decorridos 10min da gavagem, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e entdo se procedeu laparotomia para retirada do
estbmago e intestinos e a realizacdo do estudo do esvaziamento gastrico e do

transito gastrintestinal pelo método descrito acima.
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Um grupo de ratos foi submetido aos mesmos procedimentos, 0s quais sofreram

apenas administragcédo de salina e.v., constituindo o grupo controle (Figura 3.1.3).

-30 -10 0 10 min
| | |
- en aan a=s ' ‘ ? ‘ >
Monitorac&o da Administracéo e.v. Gavagem 1,5mL  Sacrificio - deslocamento cervical
PA, PVC e FC OECN (3ug/Kg) Refeicao teste Determinacéo do EG e TGl

Salina 0,9% - 0,2mL

Figura 3.1.3 — Delineamento experimental do protocolo utilizado para estudo do efeito do
OECN (3pg/Kg - e.v.) ou do diluente (salina 0,9% - e.v.) sobre a taxa de EG e transito Gl
de liquido em ratos acordados.

3.1.5. Participacédo de vias regulatérias do fenébmeno.
Neste conjunto de experimentos, estudaram-se os animais submetidos aos
pré-tratamentos cirargicos (denervacdo por esplancnotomia ou vagotomia

subdiafragmatica).

3.1.5.1. Esplancnotomia

Inicialmente, mantiveram-se os animais (n=11) desse sub-grupo em jejum,
com livre acesso a agua, por 16h. Sob anestesia inalatoria com éter, realizou-se
laparotomia mediana onde identificaram-se, com ajuda de lente de aumento de
10X, o glanglio celiaco e os nervos mesentéricos, os quais foram a seguir
seccionados (Taché et al., 1987), seguida de cauteriza¢do quimica com &alcool a
100% e posterior sintese da parede abdominal. Nas 24h subsequentes,
mantiveram-se 0s animais em caixas individuais sob jejum mas com livre acesso
a solucédo de rehidratacdo oral (NaCl 3,59, KCI 1,5¢g, Citrato de Sodio 2,99 e
Glicose 20g/L). Doravante, o estudo do efeito do 1.8 cineol sobre o EG e transito

Gl seguiu 0 mesmo protocolo descrito anteriormente.

A seguir, administrou-se e.v. 1.8 cineol na dose de 3ug/kg, apds 10 min os
animais foram gavados, através de sonda orogastrica, com 1,5mL da refeicdo
teste marcada com vermelho fenol. Decorridos 10min da gavagem, 0s animais
foram sacrificados por deslocamento cervical e entdo se procedeu laparotomia
para retirada do estbmago e intestinos e a realizacdo do estudo do esvaziamento

gastrico e do transito gastrintestinal pelo método descrito acima.
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Um grupo de ratos foi submetido aos mesmos procedimentos, 0s quais
sofreram apenas administracdo de salina e.v., constituindo o grupo controle
(Figura 3.1.4).

-24h -10 0 10 min
| | |
- e» exe a=s ' ' ; ‘ >
Espalcnotomia Administracéo e.v. Gavagem 1,5mL  Sacrificio - deslocamento cervical
1.8 cineol (3ug/Kg) ou Refeigao teste Determinagéo do EG e TGl

Salina 0,9% - 0,2mL

Figura 3.1.4 - Delineamento experimental utilizado para avaliacdo do efeito do 1.8
cineol (3ug/Kg) ou salina 0,9% sobre o EG o transito gastrointestinal de ratos acordados
estudados 24h ap6s esplancnotomia.

3.1.5.2. Vagotomia subdiafragmatica

Inicialmente, mantiveram-se os animais (n=14) desse sub-grupo em jejum,
com livre acesso a agua, por 16h. Sob anestesia inalatéria com éter, realizamos
laparotomia mediana onde identificaram-se, com ajuda de lente de aumento de
10X, os troncos vagais anterior e posterior a nivel do esodfago distal, os quais
foram a seguir seccionados (Taché et al., 1987), seguida de cauterizacéo
guimica com alcool a 100% e posterior sintese da parede abdominal. Nas 24h
subsequentes, mantiveram-se 0s animais em caixas individuais sob jejum mas
com livre acesso a solucéo de rehidratacdo oral (NaCl 3,5g, KCI 1,5g, Citrato de
Sadio 2,99 e Glicose 20g/L). Doravante, o estudo do efeito do 1.8 cineol sobre o

EG e transito Gl seguiu 0 mesmo protocolo descrito anteriormente.

A seguir, administrou-se e.v. 1.8 cineol na dose de 3ug/kg, apés 10 min os
animais foram gavados, através de sonda orogastrica, com 1,5mL da refeicdo
teste marcada com vermelho fenol. Decorridos 10min da gavagem, 0s animais
foram sacrificados por deslocamento cervical e entdo se procedeu laparotomia
para retirada do estdbmago e intestinos e a realizacdo do estudo do esvaziamento

gastrico e do transito gastrintestinal pelo método descrito acima.
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Um grupo de ratos foi submetido aos mesmos procedimentos, 0s quais
sofreram apenas administracdo de salina e.v., constituindo o grupo controle
(Figura 3.1.5).

-24h -10 0 10 min
| | |
- en aan a=s ' ‘ ; ! >
Vagotomia Administracéo e.v. Gavagem 1,5mL  Sacrificio - deslocamento cervical
Subdiafragmatica 1.8 cineol (3ug/Kg) ou Refeicao teste Determinag&o do EG e TGl

Salina 0,9% - 0,2mL

Figura 3.1.5 - Delineamento experimental utilizado para avaliacdo do efeito do 1.8
cineol (3pg/Kg) ou salina 0,9% sobre o EG e transito gastrointestinalde ratos acordados
estudados 24h ap6s vagotomia subdiafragmatica.

3.1.5 - Andlise estatistica

Os valores relativos a retencéo fracional do corante em cada segmento do
TGI bem como os relativos a PA, PVC e FC, foram expressos como média + erro
padrdo da média (EPM).

A andlise de variancia “One-way ANOVA” seguida pelo teste “t” de Student
foi usada para comparar as diferencas entre as taxas de retencéo do corante nos
diversos segmentos do tubo digestivo, bem como para comparar as diferencas
entre a PA, PVC e FC dos diferentes grupos. Diferencas entre as médias foram

tidas como significativas com valores de p<0,05 (Bland, 1995).

3.2. Estudo Il - Efeito do 1.8 cineol sobre a complacéncia gastrica de ratos

anestesiados.

3.2.1. Procedimentos cirurgicos.

Inicialmente acondicionaram-se os animais (n=15) - ratos Wistar machos
pesando entre 250-300g - em gaiolas individuais e os mantivemos em jejum por
24h, mas com livre acesso a 4gua até 2h horas antes dos experimentos.

Apoés anestesia com uretana (1,2g/kg, 1.P.), submetereram-se os animais a
tragueotomia, seguida da insercdo de canula traqueal, de modo a facilitar a
ventilagdo espontanea. Em seguida, inserimos céanulas de polietileno (PE 50),
plenas de solucdo salina 0,9% e heparina (500U/mL) na veia jugular e na artéria
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carotida direitas. Destinamos a veia para administracdo de drogas ou veiculo ou

monitoracdo da PVC enquanto empregamos a artéria para registro da PA.

3.2.2. Medida do volume gastrico (VG)

Para a monitoracdo do volume gastrico, utilizamos o modelo
pletismométrico que desenvolvemos e validamos (Graca et al.,, 2000).
Inicialmente introduzimos per os, com o auxilio de guia metélico, um catéter de
polietileno (DE=2,0mm/DI=1,5mm) tendo na extremidade baldo flacido de latex
(volume ~ 4mL), o qual foi posicionado cuidadosamente no estbmago proximal.
Em seguida, conectamos a extremidade livre do catéter a base de um
reservatorio em “U” (DI= 2,5cm, capacidade maxima de 30mL). O reservatério, a
sonda gastrica e o baldo flacido foram entdo preenchidos com solucdo condutora
padrdo [45mg% de NaCl e 0,3mL% de polietilenoglicol (Imbebiente BBC
Ornano®)] a 37°C.

Gracas a este sistema de vasos comunicantes, variagdes no tobnus
gastrico capazes de modificar o volume liquido no baldo e assim alterarem o
conteudo do reservatorio, sdo detectadas por um sensor eletrénico de volume e
registradas continuamente pelo pletismémetro (Ugo Basile®, Comerio, Italia).
Dada a pressao constante do sistema, variagdes no tbnus gastrico e por sua vez
do VG, foram tidas como varia¢cdes da complacéncia géastrica.

No inicio de cada experimento, o estdbmago foi submetido a
distenséo por uma pressao de 4cmH,O mediante a elevacdo do nivel liquido do
reservatorio até 4cm acima do apéndice xiféide do animal. A seguir, permitiu-se o
livre equilibrio das press6es no interior do sistema sendo anotado o volume
resultante do reservatério, doravante chamado de VG inicial (em ml). As
variacfes subsequentes foram monitoradas continuamente, as quais acrescidas
do valor do VG inicial e anotados manualmente a cada 30s foram expressas em

mL.
3.2.3. Monitoracdo dos parametros hemodinamicos

As monitoracdes da PA, PVC e da FC foram obtidas pela conexdo das
canulas areterial e venosa a transdutores de pressédo, 0s quais estiveram

acoplados a um sistema de aquisicdo de sinais bioldégicos (PowerLab- A
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DInstrumesnts®) com registro continuo em microcomputador ao longo de todo o

periodo experimental

3.2.4. Protocolos experimentais

Apos os procedimentos cirdrgicos, os animais foram mantidos em repouso
por 30min para a estabilizacdo das parametros hemodinamicas. Todos o0s
animais foram monitorados por um periodo total de pelo menos 60min, sendo os
20min iniciais de monitoracdo considerados como periodo Basal. A seguir, 0S

animais foram distribuidos em um dos protocolos experimentais seguintes:

3.2.4.1. Efeito do 1.8 cineol sobre o VG, PA, PVC e FC

Apoés o periodo basal, os animais receberam injecao e.v. de 1.8 cineol (1
ou 3 ug/kg - n=11) ou veiculo (salina 0,9% - n=5). Os valores de VG, PA, PVC e
FC obtidos nos 60min finais foram agrupados em 6 (seis) intervalos iguais e
consecutivos de 10min (Figura 3.2.1).

-20 0 10 20 30 40 50 60 min
| | | | | |
[ — ! # ; » w w = ' ! ' ‘ ' >
4\ Basal 4\ 10 20 30 40 50 60
Jejum 24h Administracdo e.v.
Preparagéo 1.8 Cineol (1 ou 3ug/Kg) ou
Cirurgica Salina 0,9% - 0,2mL

Figura 3.2.1 — Delineamento experimental utilizado para avaliacdo do efeito do
sildenafil ou veiculo sobre o VG, PA, PVC e FC de ratos anestesiados.

3.2.5 - Avaliacdo experimental

Ao final de cada experimento, todos os animais sofreram, ainda em
plano anestésico, laparotomia mediana para inspecdo do posicionamento do
baldo, sendo a seguir sacrificados por injecdo e.v. de solugcdo concentrada de
KCI. Descartamos os dados obtidos de animais com localizacdo anémala do

baldo.
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3.2.6 - Andlise estatistica

Os valores individuais do VG e da PA dos diversos grupos
experimentais estdo expressos no texto na forma de média £+ EPM. A analise de
variancia (“One way — ANOVA”) seguida do teste ‘t' de Student foi usada para
comparar as diferencas entre as médias dos diversos periodos experimentais,
bem como entre os grupos estudados. Diferencas com p<0,05 foram tidas como
significativas (Bland, 1995).

4- Resultados

2.1.6 — Resultados de EG e transito Gl

Na figura 3.1.6 observou-se o efeito do 1.8 cineol sobre a retencdo
gastrica da refeicdo teste. Observou-se aumento da retencdo gastrica (p<0,05)
de 43,9+34% (grupo controle salina) para 54,9+4,7; 61,3+3,3; 56,2+1,7 e
55,8£2,1% nos animais tratados com 1.8 cineol nas dose de 1, 3, 10 e 30 ug/Kg,
respectivamente sacrificados 10 min apds a gavagem.

Figura 3.1.6 — Pressao arterial
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Depois de 10min, os animais
foram gavados com 1,5mL da refeicdo teste (0,5mg/ml de vermelho fenol em
solucéo glicosada 5%) e sacrificados aos 10min pds-prandiais. O percentual (%)

da recuperacao do corante no estbmago em relagcéo ao total, foi determinado por
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espectrofotometria (560nm). Cada grupo consiste de 5-10 animais, sendo 0s
resultados de retencao gastrica (%) apresentados como médiaztEPM na forma de
histograma. PAM, pressdo arterial média + erro padrdo da média. As linhas
verticais indicam o erro padrdo da media. *, p<0,05 para os valores de retencéo
gastrica (ANOVA seguida do teste ‘t’ de Student).

Ainda na figura 3.1.6, observou-se que o0 1.8 cineol induziu
diminuicdo (p<0,05) da PA em relacdo ao periodo basal (de 124+5,2 para
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119+45,2; 100,2+4,3; 99,8+0,5 e 88,6+2,7mmHg) nas doses de 1, 3, 10 e 30
ug/Kg. Este efeito foi, entretanto, fugaz, para a dose de 1 e 3ug/Kg em relacéo ao
periodo basal, entretanto nas doses de 10 e 30ug/Kg , 0s animais nao
apresentaram recuperacao da PA.

Figura 3.1.7 — Recuperacao fracional do corante no estdbmago e intestino delgado
(porgdes proximal, medial e distal) de ratos tratados com 1.8 cineol (H) ou salina
(LJ) e estudados aos 10 min pés-prandiais.

Inicialmente, os animais foram tratados (0,2ml, e.v.) com 1.8 cineol (1, 3, 10 ou

30ug/kg; n=8, n=7, n=9 e n=5; Box A, B, C e D, respectivamente) ou salina 0,9%
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(n=8). Apds 10min foram alimentados com 1,5mL de solucédo de glicose a 5% +
vermelho fenol (0.5mg/mL) e sacrificados apds 10min. A recuperacdao fracional de
corante em cada segmento foi obtida por espectrofotometria (560nm), sendo o
valor médio da retencdo expresso na forma de barras verticais e o erro padréo da
meédia como linhas verticais. *, P < 0,05 entre valores do grupo 1.8 cineol vs
diluente (ANOVA e teste “t” de Student).

A figura 3.1.7 mostra a retencéo fracional de corante ao longo do
trato gastrintestestinal dos animais tratados com 1.8 cineol (1, 3, 10 ou 30ug/Kg)
ou salina, sacrificados aos 10min poés-prandiais. No painel A, observamos a
retencao fracional de corante no estdbmago e nos segmentos proximal, medial e
distal do intestino delgado dos animais tratados com 1.8 cineol 1ug/Kg ou salina
0,9%. O tratamento com 1.8 cineol (n=6) aumentou significativamente a retencao
gastrica (59,1+1,1 vs 43,9+3,4) enquanto diminui (p<0,05) a retencdo no
segmento proximal do intestino delgado (24,1+3,3vs 32,3t1,6%) quando
comparamos aos animais que receberam tratamento com salina (n=6). Por outro
lado, ndo houve diferenca na retencao de corante nos segmentos medial e distal
do intestino delgado, entre os animais do grupo tratado e controle (11,4+3,3vs
20,3£2,9 e 1,8+0,9vs 3,4+1,2, respectivamente).

Ja no painel C, observou-se a retencédo fracional de corante no
estbmago e nos segmentos proximal, medial e distal do intestino delgado dos
animais tratados com 1.8 cineol 10ug/Kg (n=6) ou salina 0,9% (n=9). Podemos
observar que o tratamento com 1.8 cineol aumentou significativamente a
retencdo gastrica (54,5+2,4 vs 43,9+3,4%). Por outro lado, ndo modificou a
retencdo de corante nos segmentos proximal, medial e distal do intestino delgado
dos animais do grupo tratado vs controle (31,6t4,4 vs 32,2+1,6; 13,2+3,2 vs
20,3£2,9 e 5,2+2,2 vs 3,4+1,2, respectivamente).

No painel D, observou-se a retencdo fracional de corante no
estbmago e nos segmentos proximal, medial e distal do intestino delgado dos
animais tratados com 1.8 cineol 30ug/Kg (n=5) ou salina 0,9% (n=6). Podemos
observar que o tratamento com 1.8 cineol aumentou significativamente a
retencdo gastrica (60,7+5,2 vs 43,9+3,4%). Por outro lado, ndo modificou a

retencdo de corante nos segmentos proximal, medial e distal do intestino delgado
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dos animais do grupo tratado vs controle (25,9+3,2 vs 32,3+1,6; 9,9+3,7 vs
20,3£2,9 e 3,3+1,1 vs 3,4+1,2, respectivamente).

Na figura 3.1.8 observou-se o efeito do 1.8 cineol (3ug/Kg) ou salina
sobre a retencdo gastrica da refeicdo nos animais sacrificados aos 10, 20 ou
30min pos-prandiais. Em relacdo aos animais tratados com salina a injecéo e.v.
de 1.8 cineol promoveu aumento (p<0,05) da retencdo gastrica de 59,1+1,1 para
43,9£3,4%; de 56,6%4,6 para 33,2+3,2% e de 34,5+6,1 para 25,4t1,3%, nos

animais sacrificados aos 10, 20 ou 30min, respectivamente.

Figura 3.1.8 — Retencédo gastrica fracional da refeicdo teste em ratos acordados

tratados com 1.8 cineol ou salina,

ka * sacrificados aos 10, 20 ou 30min
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respectivamente. O percentual (%) da recuperacao do corante no estbmago em
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relacGo ao total recuperado em todo o TGI, foi determinado por
espectrofotometria (560nm). Cada grupo consiste de 5-10 animais, sendo 0s
resultados apresentados como médiatEPM. Os valores de retencdo gastrica dos

animais tratados com 1.8 cineol estdo indicados por circulos cheios (@), jA os
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valores de retencdo gastrica dos animais controle estdo indicados por circulos
vazios (O), respectivamente. As linhas verticais indicam o erro padrdo da media.
*, p<0,05 (ANOVA seguida do teste “t” de Student).

A figura 3.1.9 mostra a retencéo fracional de corante ao longo do
trato gastrintestestinal dos animais tratados com 1.8 cineol (3ug/Kg) ou salina,
sacrificados aos 10, 20 ou 30min pds-prandiais. No painel A, observou-se a
retencdo fracional de corante no estbmago e nos segmentos proximal, medial e
distal do intestino delgado dos animais sacrificados aos 10min apds a gavagem.

Observou-se, no painel A, que o tratamento com 1.8 cineol (n=7)
aumentou significativamente a retencdo gastrica (61,3+3,3 vs 43,9+3,4%)
enquanto diminui (p<0,05) a retencdo no segmento medial do intestino delgado
(8,9+2,7 vs 20,1+29 e 1,4+0,7 vs 3,4t1,2%, respectivamente) quando
comparamos aos animais que receberam tratamento com salina. Por outro lado,
ndo houve diferenca na retencédo de corante no segmento proximal e distal do
intestino delgado, entre os animais do grupo tratado e controle (28,1+2,4 vs
32,3+1,6%).

No painel B, observou-se a retencdo fracional de corante no
estbmago e nos segmentos proximal, medial e distal do intestino delgado dos
animais sacrificados aos 20min apds a gavagem. Podemos observar que o
tratamento com 1.8 cineol (n=9) aumentou significativamente a reten¢édo gastrica
(53,4+2,6 vs 32,2+3,2%) enquanto diminui (p<0,05) a retencdo no segmento
medial do intestino delgado (24,8+4,9 vs 38,3%£6,4%) quando comparamos aos
animais que receberam tratamento com salina (n=7). Por outro lado, ndo houve
diferenca na retengcdo de corante nos segmentos proximal e distal do intestino
delgado, entre os animais do grupo tratado e controle (21,3+4,1 vs 24,4+4,6 e

0,5+0,2 vs 4,0+1,6%, respectivamente).
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Figura 3.1.9 — Recuperacéo fracional do corante no estbmago e intestino delgado
(porgdes proximal, medial e distal) de ratos tratados com 1.8 cineol (M) ou salina (L)
e estudados aos 10, 20 ou 30min pds-prandiais.

Inicialmente, os animais foram tratados (0,2ml, e.v.) com 1.8 cineol (3ug/kg) ou
salina 0,9%. Apds 10min foram alimentados com 1,5mL de solu¢éo de glicose a 5%
+ vermelho fenol (0.5mg/mL) e sacrificados apos 10 (box A, n=16), 20 (box B, n=15)
ou 30min (box C, n=12). A recuperacdao fracional de corante em cada segmento foi
obtida por espectrofotometria (560nm), sendo o valor médio da retencdo expresso
na forma de barras verticais e o erro padrao da média como linhas verticais. *, P <

0,05 entre valores do grupo 1.8 cineol vs salina (ANOVA e teste “t” de Student).

J& no painel C, observamos a retencdo fracional de corante no
estbmago e nos segmentos proximal, medial e distal do intestino delgado dos
animais sacrificados aos 30min apos a gavagem. Podemos observar que o
tratamento com 1.8 cineol (n=6) aumentou significativamente a retencéo gastrica
(40,0+3,0 vs 25,4+1,3%) enquanto diminui (p<0,05) a retengcdo no segmento
medial do intestino delgado (20,2+4,7 vs 31,8%£2,2%) quando comparamos aos

animais que receberam tratamento com salina (n=7). Por outro lado, ndo houve
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diferenca na retencdo de corante nos segmentos proximal e distal do intestino
delgado, entre os animais do grupo tratado e controle (32,5+4,3 vs 27,2+2,3 e
7,2+3,0 vs 15,5+1,9%, respectivamente).

A figura 3.1.10 mostra a retenc¢ao fracional de corante ao longo do
trato gastrintestinal dos animais tratados com OECN (3ug/Kg) ou salina,
sacrificados aos 10min pds-prandiais. Observamos a retencdo fracional de
corante no estbmago e nos segmentos proximal, medial e distal do intestino
delgado dos animais tratados com OECN ou salina 0,9%. O tratamento com
OECN (n=7) aumentou significativamente a retencdo gastrica (53,1+2,4 vs
43,9+3,4) enquanto diminui (p<0,05) a retencdo no segmento proximal do
intestino delgado (24,3+3,9 vs 32,31+1,6%) quando comparamos aos animais que
receberam tratamento com salina (n=6). Por outro lado, ndo houve diferengca na
retencdo de corante nos segmentos medial e distal do intestino delgado, entre os
animais do grupo tratado e controle (16,8+4,0 vs 20,3+2,9 e 5,7+2,0 vs 3,4+1,2,

respectivamente).
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Inicialmente, os animais foram tratados (0,2ml, e.v.) com OECN(3ug/kg) ou salina
0,9%. Apds 10min foram alimentados com 1,5mL de solu¢do de glicose a 5% +
vermelho fenol (0.5mg/mL) e sacrificados ap6s 10min. A recuperacéo fracional de
corante em cada segmento foi obtida por espectrofotometria (560nm), sendo o
valor médio da retencéo expresso na forma de barras verticais e o erro padrdo da
média como linhas verticais. *, P < 0,05 entre valores do grupo OECN vs salina
(ANOVA e teste “t” de Student).
Na figura 3.1.11 observou-se o efeito do pré-tratamento cirargico

pela esplacnotomia (painel A) ou vagotomia subdiafragmatica (painel B) sobre o
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aumento da retencdo gastrica e retarde do transito gastrintestinal advindos do
tratamento com 1.8 cineol.

Observou-se no painel A, animais pré-tratados com
esplancnotomia, que o tratamento com 1.8 cineol (n=7) aumentou
significativamente a retencéo gastrica (53,4+4,6 vs 37,6£10,9%) e a retencéo no
segmento proximal do intestino delgado (35,5+7,4 vs 10,4+3,9%), enquanto
diminui a retencdo no segmento medial (10,4+3,9 vs 35,6+7,4%) em relagdo aos
animais do grupo controle (salina 0,9% - n=4). Por outro lado, ndo houve
diferenca na retencdo de corante no segmento distal do intestino delgado, entre
0s animais do grupo tratado e controle (3,2+0,8 vs 5,6%2,7%).

Figura 3.1.11 - Efeito do pré-tratamento cirdrgico (esplancnotomia ou vagotomia
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subdiafragmatica) sobre a pressao arterial média (PA, em mmHg) e o volume
gastrico (VG, em mL) em ratos anestesiados e tratados com sildenafil.

Os animais sob jejum de 24h e previamente submetidos a esplancnotomia (painel
A — n=11) ou vagotomia subdiafragmatica (painel B — n=14), receberam injecéo
e.v. de 1.8 cineol (3ug/Kg - W) ou salina (L), apés 10min foram sacrificados. A
recuperacdo fracional de corante em cada segmento foi obtida por
espectrofotometria (560nm), sendo o valor médio da retencdo expresso na forma
de barras verticais e o0 erro padrdo da média como linhas verticais. *, P < 0,05
entre valores do grupo OECN vs salina (ANOVA e teste “t” de Student).

Observamos no painel B, animais pré-tratados com vagotomia
subdiafragmatica, que o tratamento com 1.8 cineol (n=9) ndo modifica (p>0,05) a
retencdo gastrica (50,6+5,9 vs 51,9+3,5%) bem como a retencdo nos segmentos
proximal (26,6+3,4 vs 27,1+5,6%), medial (16,7+4,6 vs 19,0+4,8%) e distal
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(3,4+0,9 vs 1,9+0,4%) do intestino delgado, quando comparamos esses valores

aos animais tratados somente com salina 0,9% (n=5).

3.2.7 — Resultados de complacéncia géastrica
A figura 3.2.2 mostra as variacbes do volume gastrico (VG), da

presséao arterial (PA), da pressao venosa central (PVC) e da freqiéncia cardiaca

(FC) secundérias a injecao e.v. de 1.8 cineol (1ng/Kg).

Figura 3.2.2. Efeitos do
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foram agrupados em seis intervalos consecutivos de 10min (10, 20, 30, 40, 50 e
60, respectivamente). Os circulos fechados e abertos e os tridangulos fechados e
as linhas verticais representam a médiatEPM da PA, da PVC e da FC
respectivamente. *, P<0,05 vs periodo basal (ANOVA e teste de Dunnett).

Podemos observar diminuicdo do volume gastrico, o qual foi

significativo aos 30, 40, 50 e 60min apds o tratamento com 1.8 Cineol quando
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comparado ao valor basal (2,0+0,1; 1,9+0,1; 1,8+0,1 e 1,7+0,1mL, vs 2,1+0,2mL).

A PA apresentou queda significativa apos a administracdo de 1.8 cineol,

mantendo-se assim durante os 60min de monitoragdo (87,9+7,7; 87,6%7,1;
87,916,4; 87,8+5,7; 86,0£5,5 e 87,7+6,0mmHg, respectivamente vs 94,4+6,2;
mmHg), bem como a FC (366,3+13,4; 361,7+11,5; 357,3+10,4; 353,0+10,4;
348,3+11,1 e 350,4+13,7bpm respectivamente vs 395,2+11,1bpm). Ja a PVC nédo

sofreu variacdes significativas durante apo6s o tratamento com 1.8 cineol (-
0,1+0,7; 0,6+0,7; 0,1+0,7; 0,5£0,7; 0,6£0,8 e 1,0+0,9CmH,0, respectivamente vs
1,2+1,1CmH,0).

Volume Gastrico (mL)

A figura 3.2.3 mostra as variagbes do volume gastrico (VG), da

pressao arterial (PA), da pressdo venosa central (PVC) e da freqiiéncia cardiaca

(FC) secundérias a injecéo e.v. de 1.8 cineol (3ug/Kg).
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representam a médiatEPM da PA, da PVC e da FC respectivamente. *, P<0,05
vs periodo basal (ANOVA e teste de Dunnett).

Podemos observar diminuicdo do volume gastrico, o qual foi
significativo aos 30, 40, 50 e 60min apés o tratamento com 1.8 Cineol quando
comparado ao valor basal (2,0+0,2; 2,0+0,1 e 2,0+0,1mL, vs 2,3+0,1mL). A PA
apresentou queda significativa apos a administracdo de 1.8 cineol, mantendo-se
assim durante os 60min de monitoracéo (83,4t4,4; 78,5+5,0; 75,2+4,7; 70,4+4,6;
68,0+4,0 e 67,5+£3,7 respectivamente vs 85,0+4,0; mmHg), bem como a FC
(353,5+13,2; 355,3%8,7; 352,3t7,1; 351,045,7; 346,3+7,3 e 338,8+8,6bpm
respectivamente vs 382,3t11,4bpm). Ja a PVC nao sofreu variacdes
significativas durante apdés o tratamento com 1.8 cineol (2,2+0,1; 2,2+0,1;
2,1+0,1; 2,0+0,1; 2,1+0,1 e 2,1+0,1CmH,0, respectivamente vs 2,2+0,1CmH,0).

A figura 3.2.4 mostra as variacbes do volume gastrico (VG), da
presséao arterial (PA), da pressao venosa central (PVC) e da freqiiéncia cardiaca

(FC) secundérias a injecao e.v. de salina 0,9%.

Figura 3.2.4. Efeitos do 1.8

S 110 . x
2 cineol sobre a presséao
€ 100

E .. H{\H—H\{ arterial (PA, em mmHg), a
<

[a B

pressdo venosa central

o)
o
i

(PVC, em CmH0),
W freqliéncia cardiaca (FC,
em bpm) e volume géstrico

450 (VG, em mL) de ratos

400 - anestesiados.
350 -

300 - Ap6s um periodo basal de

PVC (CmH,0)
OO W O W o

FC (bpm)

Volume Gastrico (mL)
Saline 0,9% (0,2mL)

3,0 9
20min, tratamos 0s
54 O u | u | [ ] - ) _ )
‘ - - animais com salina 0,9%
L ] - -
209 5 = - - . —— (0,2mL e.w. - n=4). Os
o u u n n - mn
Lo valores de VG, PA, PVC e
FC monitorados nos 60min
1,0
Basal 10 20 30 40 50 60

Tempo (min)




49

subsequentes foram agrupados em seis intervalos consecutivos de 10min (10,
20, 30, 40, 50 e 60, respectivamente). Os circulos fechados e abertos e os
tridangulos fechados e as linhas verticais representam a médiatEPM da PA, da
PVC e da FC respectivamente. Experimental vs periodo basal (ANOVA e teste de
Dunnett).

Podemos observar as variacdes espontaneas do volume gastrico,
as quais ndo foram significativas ao longo dos 60min de observacéao (2,2+0,2;
2,2+0,2; 2,2+0,2; 2,1+0,2; 2,1+0,2 e 2,0+0,2 vs 2,2+0,2mL). A PA, a PVC e a FC
nao apresentaram alteracdes significativas ao longo dos 60min de observacao
(92,2+3,9; 92,1+3,7; 91,043,5; 92,3+3,4; 92,614,0; 92,3+4,1 e 91,2+4,5mmHg,),
(0,1+1,1; -0,8+1,2; -0,6+2,7; 0,6+2,4; -1,9+1,5; -2,8+1,9 e 0,3+0,0CmH,0) e
(402,3+26,6; 383,5+34,9; 374,5+32,5; 359,0+20,6; 353,3+26,0; 347,0+27,1 e
366,7+27,2 bpm) respectivamente.
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4.DISCUSSAO

Observou-se que a administracdo e.v. de 1.8 cineol: i) retarda o
esvaziamento gastrico (EG) e o transito gastrintestinal (Gl) de liquido e diminui
transitoriamente a pressdo arterial em ratos acordados; além de ii) diminuir a
complacéncia géstrica, a pressdo arterial, a frequéncia cardiaca de ratos
anestesiados, de forma dose dependente, entretanto ndo modifica a pressao
venosa central desses animais.

Os efeitos do 1.8 cineol sobre 0 EG e o transito Gl se iniciaram cerca
de 10min apés a administracdo e.v. e assim se mantiveram por pelo menos
40min apos o tratamento. Os resultados também mostram que o OECN, 6leo
essencial do Croton nepetaefolius retarda o esvaziamento gastrico e o transito
gastrintestinal de liquidos em ratos acordados.

A PA, a FC e a PVC foram monitoradas de forma continua, sendo
descontinuada apenas por ocasido da gavagem. Para tanto, utilizamos um
sistema para aquisicdo e registro de dados em microcomputador (PowerLab-
ADInstruments®), considerado padrédo pela literatura. Os resultados basais de
presséo arterial sdo semelhantes aos obtidos por outros autores (Cardoso et al.,
2005). O 1.8 cineol produziu fugaz efeito hipotensor, tendo a PA retornado a
niveis similares aos basais logo apds 10min do tratamento, semelhante ao
observado por outros autores (Lahlou et al., 2000).

Empregou-se nos estudos de EG e de transito Gl uma metodologia
baseada na retencéao fracional de corante, o vermelho-fenol (Hunt, 1951; Reynel
e Spray, 1956). Esta técnica estd bem estabelecida na literatura (Sharma, 1985),
e é extensivamente utilizada em nosso laboratorio (Rego et al., 1998; Gondim et
al., 1999; Silva et al., 2002 e Camurga et al., 2004).

Este método se presta a avaliacdo da motilidade gastrintestinal, sendo
bastante eficaz para estudos de EG e transito Gl. Ainda que implique em
gavagem da refeicdo, o fato de poder ser utilizado em animais acordados €&
vantagem adicional, ao evitar o eventual efeito da anestesia sobre as fungdes
autondmicas, minimizando estas interferéncias nas condigbes dos animais
(Bueno et al., 1978). Vale salientar que os indices de motilidade gastrintestinal,

isto € as taxas de retencdo fracional do corante no estbmago e no intestino,
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obtidos em ratos tratados somente com diluente sdo similares aos descritos por
outros autores (Ronsini et al., 2000; Collares et al., 2003).

A despeito da metodologia empregue utilizar um corante sensivel a pH
(Almeida et al., 2005), estudos do nosso grupo, demonstraram que animais pré-
tratados com omeprazol (bloqueador da secrecéo acida estomacal), ndo interfere
sobre a metodologia utilizada (Rosalmeida et al., 2003 e Graca, 2005).

O Croton nepetaefolius se tornou bastante conhecido devido a sua
aplicacdo pela medicina popular na terapéutica de disturbios do trato
gastrintestinal (Craveiro et al., 1981). O principal componente isolado e ativo
desta planta € o OECN e um dos seus componentes € o 1,8 cineol. Em estudos
in vitro o 1.8 cineol apresenta efeito miorelaxante sobre a musculatura lisa
gastrintestinal, o que provavelmente justifica o emprego desta planta pela
medicina popular, entretanto os mecanismos de acéo deste 6leo ainda ndo estao
bem estabelecidos (Magalhades, 1997).

Anormalidades da funcdo senséria e motora do estbmago séo
consideradas as chaves da patogenia e dos sintomas gastrintestinais altos, como
dispepsia funcional e gastroparesia, bem como distarbios de hipersensibilidade
visceral (Tack, 2005). Gastroparesia diabética ou secundaria a insuficéncia renal,
sdo problemas relacionados a estes disturbios e estdo ligados a capacidade
acomodativa do estdbmago (Marshall, 1998; Watkins et al., 2000; Bianco et al.,
2002; Dishy et al., 2004). O Croton nepetaefolius apresenta a propriedade de
relaxamento da  musculatura lisa intestinal, promovendo  melhor
acomodacéao/distribuicdo da refeicdo ao longo do TGI.

Os resultados de retarde no EG e no transito Gl sdo compativeis com
0s encontrados por Magalhdes e colaboradores (1997; 1998 e 2004) indicando
que o OECN e 1.8 cineol diminuem o tanto o transito gastrintestinal em
camundongos como relaxam a musculatura lisa intestinal de cobaios.

Segundo a interpretacdo prevalente dos especialistas, o retarde no
esvaziamento gastrico de liquido, tal como provocado pelo OECN e 1.8 cineaol,
deve advir do menor ténus do estdmago proximal (Kelly, 1980) e/ou da maior
resisténcia antroduodenal ao fluxo de liquido, chamado de “freio
duodenal”’(Weisbrodt, 2001).
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O estbmago, por intervencdo das suas porcoes proximal e distal, pode
determinar diferentes padroes de EG para variados tipos e composicées de
refeicbes (Rao e Schulze-Delrieu, 1993). O segmento proximal funciona como
reservatoério, capaz de acomodar a refeicdo enquanto as contraces fasicas do
antro e corpo provem o gradiente de pressdo para mistura dos conteudos
intraluminais, auxiliando na propulsdo do conteudo gastrico para o duodeno (Rao
e Schulze-Delrieu, 1993 e Weisbrodt, 2001).

No presente estudo, na tentativa de avaliar o efeito do 1.8 cineol sobre
a motilidade gastrica, utilizou-se um sistema pletismomeétrico para monitorar
continuamente as variacfes do volume gastrico em ratos anestesiados. Além de
efeito hipotensor e bradicardico, verificou-se que o 1.8 cineol é capaz de
aumentar, de forma dose dependente e sustentada, o tonus da musculatura lisa
do estbmago, diminuindo, portanto, a complacéncia gastrica de ratos
anestesiados.

Tal sistema, previamente desenvolvido e validado por Graca e
colaboradores (2000), se mostra, segundo Souza e colaboradores (2003),
adequado para monitorar continuamente as variagdes do tonus do estdmago (em
especial das por¢des proximais, o fundo e o terco proximal do corpo gastrico),
refletindo modificagbes do volume gastrico e, em dltima instancia, a
complacéncia gastrica. Tal sistema foi, inclusive, recentemente adaptado para
uso em camundongos (Monroe et al., 2004).

O presente resultado, em primeira mao, de diminuicdo da
complacéncia gastrica pelo 1.8 cineol, pode esté relacionado aos achados de
Magalhées e colaboradores (1997; 1998 e 2004), os quais descreveram acoes do
OECN e do 1.8 cineol sobre a musculatura gastrintestinal.

Chama a atencdo que o efeito do 1.8 cineol sobre a complacéncia
gastrica somente se inicial 30 min apds a administracdo deste, sugerindo que
este efeito pode se d4 por modulacdo reflexa e ndo por acdo direta da droga
sobre a musculatura gastrica.

Chama a atencao o efeito hipotensor e bradicardico do 1.8 cineol nos
animais anestesiados, mesmo tendo-se o cuidado de adotar doses minimas (1 a
3ug/Kg), as menores doses empregues nos estudos com animais acordados,

quando o 1.8 cineol apresentou efeito hipotensor apenas transitorio. Entretanto
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estas doses ndo modificam a pressédo venosa central dos animais. Em estudos
com ratos acordados Lahlou e colaboradores (2000) mostram que o OECN e o
1.8 cineol apresentam efeito tanto bradicardico como hipotensor, provavelmente
por modulagéo do sistema nervoso autdnomo.

Embora estudos publicados anteriormente (Capelo et al, 1983; Graca
et al., 2002) indiqguem que a hipotenséo arterial advinda de hemorragia ocasione
aumento da complacéncia gastrica em ratos anestesiados, podemos observar um
efeito contrério, de diminuicdo da complacéncia gastrica apds administracao e.v.
de 1.8 cineol seguida de hipotensdo arterial e bradicardia mantidas.
Consideramos que o presente efeito do 1.8 cineol sobre a complacéncia seja
resultante de acdo direta deste 6leo essencial sobre a célula muscular lisa do
estdmago.

Vale ressaltar que o padrdo de motilidade duodenal também pode
determinar alteracdes na taxa de esvaziamento gastrico, uma vez que as porcoes
iniciais do duodeno parecem atuar como barreira ou “frei0” ao esvaziamento
gastrico, em especial das refeicdes solidas e caldricas (Weisbrodt, 2001; Haba et
al., 1993).

A propriedade inibitoria da motilidade gastrintestinal pelo OECN e 1.8
cineol, capaz de promover retarde do EG e do transito, podem esta relacionadas
aos efeitos inibitérios do 1.8 cineol sobre prepara¢des longitudinais do ileo de
cobaios (Magalhdes et al., 1997, 1998 e 2004) o que, em parte, explica a
propriedade destes em retardar o esvaziamento gastrico e o transito intestinal,
pois 0 encurtamento da musculatura longitudinal intestinal auxilia na propulséo do
bolo alimentar ao longo do TGI (Rao e Schulze-Delrieu, 1993; Weisbrodt, 2001).

O comportamento motor do musculo liso gastrintestinal € diverso:
enquanto o esfincter esofagiano inferior exibe intensa contracdo tbnica, a
musculatura gastrica e intestinal exibem contragbes fasicas com distintas
ritmicidades. No midcito liso gastrintestinal, os neurotransmissores promovem a
abertura de canais dependentes de voltagem na membrana celular ocasionando
influxo de Ca™ bem como liberacdo de Ca'™ dos estoques citoplasmaticos via
fosfatidilinositol tri-fosfato (Rao e Schulze-Delrieu, 1993; Weisbrodt, 2001).
Assim, mesmo sob potencial de membrana estavel, ativadores da proteina G

podem liberar Ca™" intracelular.
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Pela idéia prevalente, o Ca'" citoplasmatico ao se ligar a proteina
calmodulina ativa a proteina quinase de cadeia leve, a qual potencializa a
capacidade da actina em ativar a miosina-Mg**-ATPase para em seguida ocorrer
hidrélise do ATP ligado a cabeca da miosina, promovendo deslizamento dos
miofilamentos e posterior contragdo da musculatura lisa (Corbin et al.,, 1999;
Weisbrodt, 2001).

Por outro lado, os estoques citosélicos de Ca’™" sdo subtraidos pela
ativacdo da enzima Ca'*ATPase (transferindo Ca’" para fora da célula ou de
volta aos estoques intracelulares) bem como pela propria repolarizacéo (inibindo
a entrada de Ca'", via canais operados por voltagem), ou ainda por acdo da
bomba Ca"*/Na’-ATPase. A miosina é entdo desfosforilada, interrompendo a
interagcao miofilamentar e permitindo o relaxamento muscular (Corbin et al., 1999;
Weisbrodt, 2001).

O estado de contracdo e relaxamento do musculo liso € determinado,
também, pelo balanco intracelular dos nucleotideos ciclicos (AMPc e GMPc),
sistemas do tipo segundo mensageiro, 0S quais Ss&o sintetizados,
respectivamente pela adenilato e guanilato ciclases e degradados por enzimas
intracelulares conhecidas como fosfodiesterases (Beavo, 1995; Corbin et al.,
1999).

Vale salientar que no intestino isolado de cobaio o efeito inibitério do
OECN néo é revertido pelo pré-tratamento com L-NAME (100uM), um inibidor da
NO-sintetase (Moncada et al., 1991), pela indometacina, inibidor da ciclooxigenase
(Wennmalm, 1978), pelo hexametbnio, bloqueador ganglionar nicotinico
(Kosterlitz e Lees, 1964) nem pela tetrodotoxina (TTX), classico bloqueador de
canais rapidos de sodio (Narahashi et ai., 1964), o que sugere, pelo menos em
intestino de cobaio, que o efeito relaxante deste 6leo essencial ndo envolve as
mediacdes NANC e colinérgica dos plexos intramurais, nem a acao de derivados
do acido araquidbnico ou a participacado do oxido nitrico (Magalhdes,1997).

Jé os efeitos do OECN sobre a PA e a FC de ratos acordados envolve
a integridade da inervacdo parassimpdtica cardiaca (nervo vago), enquanto 0s
efeitos sobre vasos sanguineos se dao por acdo direta do Oleo sobre a

musculatura lisa vascular (Lahlou et al., 1999).
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Entdo torna-se mister salientar que os efeitos do 1.8 cineol sobre a
complacéncia possam ser advindos de um reflexo de modulacdo neural,
provavelmente com liberacdo de acetilcolina, tendo em vista que a vagotomia
abole os efeitos de retarde no EG e transito gastrintestinal, bem como sobre as
alteracdes hemodinamicas (Lahlou et al., 2000).

Tendo em vista que o 1.8 cineol pode ultrapassar a barreira hemato-
encefalica, é possivel que a diminuicdo da complacéncia gastrica também esteja
relacionada ao aumento da atividade nervosa autondmica, como um reflexo da
modulacdo desencadeado pela ativagcdo parassimpatica, secundaria a
administracdo e.v. do 1.8 cineol, haja vista, que a vagotomia bilateral bloqueia
tanto os efeitos do OECN e do 1.8 cineol sobre a PA e FC (Lahlou et al., 2000)
como abole os efeitos destes farmacos sobre o EG e transito gastrintestinal de
liquido em ratos acordados. Vale salientar que a esplancnotomia ndo modifica os
efeitos do cineol sobre o EG e o transito Gl.

Em resumo, observamos neste trabalho que o OECN e o 1.8 cineaol,
além de transitéria hipotenséo arterial e bradicardia, retardam i) o esvaziamento
gastrico e o transito gastrintestinal de liquido em ratos acordados; enquanto ii)
diminui a complacéncia gastrica em ratos anestesiados. A inibicdo do cineol
sobre a motilidade do TGI envolve a dominio sistémico a modulag&o do sistema

nervoso parassimpatico.
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5. CONCLUSOES

1- A administracédo, ev, do 1.8 cineol nas doses de 1 3, 10 e 30 ug/kg aumenta a
retencdo gastrica e tende a retardar o transito gastrintestinal de liquido em ratos

acordados.

2- A administracdo e.v. de OECN (6leo essencial), na dose de 3ug/kg aumenta a
retencdo gastrica e tende a retardar o transito gastrintestinal de liquido em ratos

acordados.

3- O efeito do 1.8 cineol sobre a retencdo gastrica e transito gastrintestinal

dependente da integridade do nervo vago e nao dos nervos esplancnicos.

4- A administracéo e.v. do 1.8 cineol, nas doses de 1, 3, 10 e 30ug/kg diminui a

PA de forma transitéria em animais acordados.

5- A administracdo e.v. do 1.8 cineol, nas doses de 1 e 3ug/kg diminui a

complacéncia gastrica de forma dose dependente em ratos anestesiados.

6- A administracéo e.v. do 1.8 cineol, nas doses de 1 e 3ug/kg diminui a PA e a

FC, mas ndao modifica a PVC de ratos anestesiados.
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7. APENDICES

APENDICE 1 - DADOS DE RETENCAO FRACIONAL DE CORANTE POR SEGMENTO
DO TGl e PRESSAO ARTERIAL DOS ANIMAIS ACORDADOS

EST — ESTOMAGO; PRO- PROXIMAL; MED — MEDIAL; DIST — DISTAL
PAb — PRESSAO ARTRIAL BASAL, PAl - PRESSAO ARTRIAL POS-DROGA,;

PAp - PRESSAO ARTRIAL RECUPERACAO POS-DROGA;

Ratos Cineol — 1 ug/kg

EST PRO MED DIST PAD PA1l PAp
R1 55,2 28,3 3,3 1,3 110,6 |112 115
R2 132 127 127
R3 61,4 32,2 4,8 1,6 152 150 152
R4 60,6 21,5 16,6 1,3 108 103 105
R5 56,9 13,9 12,9 6,3 125 122 123
R6 132 121 124
R7 61,5 32,2 6,3 0,0 111 107 109
R8 58,8 16,4 24,2 0,6 121 114 116

Ratos Cineol — 3 ug/kg

EST PRO MED DIST Pab PAl PAp
R1 55,9 18,0 22,0 4,1 90,8 88,6 86,8
R2 62,6 29,2 4,1 4,1 89,5 89,8 88,9
R3 72,3 23,8 3,9 0,0 115 110 107
R4 72,1 26,2 1,0 0,7 104 106,3 |104
R5 60,8 29,3 10,0 0,0 99,7 94,3 85,4
R6 49,3 32,9 14,2 3,4
R7 55,7 37,2 6,8 0,2 115 112 115




Ratos Cineol — 10 ug/kg

EST PRO MED DIST Pab PA1l PAp

R1 57,1 19,0 15,8 8,0

R2 52,4 36,1 11,3 0,2

R3 51,3 15,4 33,2 0,0 110,2 99,6 104,4
R4 41,4 51,2 5,6 1,9

R5 42,6 49,5 7,9 0,0 1147 |115,3 |113,7
R6 54,4 39,8 4,4 1,3

R7 38,8 25,7 21,8 13,7

R8 64,6 28,2 3,1 4,2

R9 47,1 19,3 15,9 17,6




Ratos Cineol — 30 ug/kg

EST PRO MED DIST Pab PA1l PAp
R1 50,5 36,4 10,4 2,7 87,5 85,8 87,6
R2 80,5 19,3 0,1 0,08
R3 57,8 27,1 9,7 5,4 110,5 |86,1 99,8
R4 60,1 27,2 6,7 6,0
R5 54,7 20,0 22,6 2,7 102 94 104
Ratos SHAM
EST PRO MED DIST
R1 38,1 35,8 16,7 9,3
R2 39,3 30,9 26,21 |35
R3 33,8 34,96 (29,18 |1,97
R4 54,14 35,37 9,14 1,35
R5 52,71 25,8 19,8 1,63
R6 45,48 30,86 20,87 |2,79
R7 68,8 19,13 11,21 (0,81
R8 56,5 29,4 13,6 0,39




Ratos cineol 3ug/kg pés prandial de 20 min

EST PRO MED DIST
R1 40,87 28,8 29,5 0,8
R2 53,9 23,2 22,2 0,6
R3 60,8 37,2 1,51 0,37
R4 55,0 27,2 17,3 0,37
R5 55,0 38,1 6,8 0,0
R6 61,7 9,8 28,5 0,0
R7 45,4 9,0 44,4 1,2
R8 62,1 9,8 28,1 0,0
R9 45,4 9,0 44,4 1,2

Ratos cineol 3ug/kg pés prandial de 20 min-SHAM

EST PRO MED DIST
R1 52,3 24,1 21,9 1,5
R2 37,3 36,8 25,4 0,3
R3 55,9 19,3 24,8 0,0
R4 57,9 33,8 8,3 0,0
R5 56,0 19,5 24,5 0,0
R6 58,2 33,6 8,2 0,0
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Ratos cineol 3ug/kg pés prandial de 30 min

EST PRO MED DIST
R1 42,4 41,5 16,1 0,0
R2 32,0 30,7 21,5 15,8
R3 47,4 47,6 3,7 1,4
R4 47,4 27,7 17,3 7,6
R5 40,2 18,4 39,0 2,4
R6 30,8 29,3 23,7 16,2

Ratos cineol 3ug/kg pés prandial de 30 min-SHAM

EST PRO MED DIST
R1 56,0 44,0 0,0 0,0
R2 32,5 55,6 11,9 0,0
R3 43,5 15,1 23,3 8,1
R4 47,6 50,3 2,1 0,0
R5 29,9 33,6 15,9 20,4
R6 42,6 10,0 35,3 12,1
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Ratos cineol 3ug/kg pés prandial de 10 min-SHAM+ vagotomia subdiafragmatica

EST PRO MED DIST
R1 42,8 37,0 18,2 2,0
R2 62,0 20,9 14,7 2,4
R3 48,2 13,5 35,3 3,0
R4 57,7 20,4 21,0 0,8
R5 49,0 43,9 5,8 2,2




Ratos cineol 3ug/kg pés prandial de 10 min-vagotomia subdiafragmatica

EST PRO MED DIST
R1 23,2 24,9 47,6 4,3
R2 70,9 21,8 5,2 2,0
R3 35,4 33,6 24,3 6,7
R4 61,3 19,7 15,7 3,4
R5 37,0 32,4 23,3 7,3
R6 78,3 15,2 5,4 1,1
R7 47,6 16,0 12,0 0,0
R8 45,4 47,9 6,1 0,6
R9 56,6 27,9 10,3 5,2

Ratos cineol 3ug/kg pés prandial de 10 min-esplancnotomia

EST PRO MED DIST
R1 55,2 29,0 7,6 8,1
R2 33,0 40,2 24,0 2,8
R3 49,7 21,8 26,6 1,9
R4 64,2 30,4 2,8 2,5
R5 43,4 47,5 6,1 7,2
R6 63,2 31,8 2,9 1,93
R7 64,9 30,0 2,95 1,97

Ratos cineol 3ug/kg pés prandial de 10 min-SHAM esplancnotomia

EST PRO MED DIST

R1 36,4 20,7 38,7 4,2

R2 19,5 23,3 46,6 10,8

R3 57,02 19,8 21,4 1,72




Ratos OECN 3ug/kg pés prandial de 10 min-

EST PRO MED DIST
R1 58,9 3536 |3,78 1,88
R2 57,3 38,9 1,88 1,89
R3 51,42 |17,6 28,2 2,65
R4 47,9 13,9 22,2 15,9
R5 51,3 20,1 24,8 3,6
R6 43,2 29,6 23,4 3,6
R7 61,3 14,8 13,5 10,2
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APENDICE 2 - DADOS VOLUME GASTRICO, PRESSAO ARTERIAL (PA), PRESSAO
VENOSA CENTRAL (PVC) E FREQUENCIA CARDIACA (FC) DOS ANIMAIS
ANESTESIADOS

Ratos Cineol — 1 ug/kg
VOLUME GASTRICO

BASAL |10 20 30 40 50 60
R1 2,00 1,98 1,94 1,87 1,81 1,79 1,73
R2 1,90 1,85 1,74 1,71 1,61 1,56 1,54
R3 2,20 2,20 2,18 2,13 2,05 2,05 1,99
R4 2,00 2,00 1,99 1,94 1,88 1,75 1,60
R5 2,40 2,40 2,40 2,36 2,28 2,15 2,08
R6 1,80 1,80 1,78 1,71 1,62 1,54 1,55
PRESSAO ARTERIAL

BASAL |10 20 30 40 50 60
R1 119,00 |113,90 |113,50 |108,80 |106,60 |103,80 |103,30
R2 73,90 (68,50 |68,80 |69,60 (73,50 |75,20 |78,00
R3 102,00 98,60 (92,90 |90,90 88,00 [85,40 |81,90
R4 95,60 [100,58 |99,81 |102,99 |102,47 |101,35 |101,07
R5 88,08 |70,03 |72,58 76,31 |79,15 |7573 |74,42
R6 87,80 |75/75 |78,06 (78,49 |76,78 |74,50
PRESSAO VENOSA CENTRAL

BASAL |10 20 30 40 50 60
R1 -2,76 -2,23 -1,24 -1,82
R2 0,67 0,60 0,29 0,42 0,67 0,80 0,78
R3 5,40 2,90 2,42 2,36 2,55 3,64
R4 2,45 1,53 1,45 0,53 0,27 0,13 0,18
R5 1,60 0,50
R6 -0,07 -0,99 -0,64 -0,90 -1,13 -1,20 -0,53




FREQUENCIA CARDIACA

BASAL |10 20 30 40 50 60
R1 398, 379, 360, 351, 341, 319, 304,
R2 401, 381, 373, 361, 353, 347, 342,
R3 426, 404, 393, 389, 382, 375, 369,
R4 371, 382, 387, 383, 385, 387, 385,
R5 356, 331, 330, 331, 326, 329, 352,
R6 419, 321, 327, 329, 331, 333,

Ratos Cineol — 3 ug/kg
VOLUME GASTRICO

BASAL |10 20 30 40 50 60
R1 1,92 1,92 1,89 1,83 1,79 1,77 1,77
R2 2,30 2,25 2,30 2,19 2,09 2,04 2,02
R3 2,43 2,42 2,43 2,38 2,36 2,35 2,34
R4 2,20 2,20 2,00 1,81 1,53 1,67 1,66
R5 2,50 2,50 2,45 2,40 2,38 2,40 2,35




PRESSAO ARTERIAL

BASAL |10 20 30 40 50 60
R1 749 [786 [66,2 |61,8 [60,2 [594 [61,1
R2 750 [71,3 685 [70,9 [59,2 [56,4 [54,0
R3 84,2 |732 |679 641 [622 [62,7 [652
R4 91,5 [878 [90,8 |866 [851 [811 [77.2
R5 839 [90,8 848 [781 [743 [739 [754
R6 100,3 |98,4 93,0 (895 (81,2 [747 722
PRESSAO VENOSA CENTRAL

BASAL |10 20 30 40 50 60
R1 205 [2,08 [208 [208 [208 [208 [210
R2 2,10 [211 |20 [2,00 [2,11  [213 [2,12
R3 220 (221 220 [219 [1,19 (2,19 2,19
R4 219 (219 |217 |27 [217 [2,18 2,20
R5 223 (223 [221 220 [220 [220 [2,19
R6 2,15 (2,16 [2,14 [2,11 [2,09 [2,08 2,07
FREQUENCIA CARDIACA

BASAL [10 20 30 40 50 60
R1 329, 319, |341, [340, [342, [342, |339,
R2 381, 306, |326, [347, [334, [317, |302,
R3 403, |369, (364, [355, [345, [340, 334,
R4 400, |376, (372, [366, [361, [355, 349,
R5 400, |382, (383, [377, [373, [369, |366,
R6 381, 369, |346, [329, [351, [355, 343,




SHAM — salina 0,9%
VOLUME GASTRICO

BASAL |10 20 30 40 50 60
R1 1,90 1,94 1,96 1,94 1,89 1,80 1,77
R2 230 (2,31 (2,32 |2,27 |26 (2,14 |2,07
R3 1,80 1,80 1,80 1,78 1,76 1,75 1,75
R4 260 (260 260 [263 (2,60 [2,59 2,55
PRESSAO ARTERIAL

BASAL |10 20 30 40 50 60
R1 107,60 |104,50 |102,4 |104,20 [107,30 |107,80 |108,00
R2 88,20 [95550 (955 94,20 (93,10 [92,90 [93,00
R3 90,60 (89,51 (86,9 [84,57 [84,08 (8533 [85,00
R4 87,00 (82,50 (86,8 90,14 (87,69 [85,93 (85,28
R5 87,51 [88,24 (83,3 88,40 (90,82 (89,40 (84,51
PRESSAO VENOSA CENTRAL

BASAL |10 20 30 40 50 60
R1 1,24 1,93 398 [6,68
R2 3,15 |[-3,78 |-550 |[-5,17 [-4,88 |[-4,62
R3 071 |-152 |[-0,14 (0,34 |-0,07
R4 1,46 0,28 064 [-0,79 |-090 [0,28
R5 1,24 1,93 398 [6,68
FREQUENCIA CARDIACA

BASAL |10 20 30 40 50 60
R1 386, 379, 373, 362, 353, 347, 343,
R2 392, 364, 353, 342, 332, 324,
R3 389, 357, 351, 345, 338, 332, 336,
R4 442, 434, 421, 387, 390, 385, 421,
R5 386, 379, 373, 362, 353, 347, 343,
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Abstract

PURPOSE: Study the effect of 1,8 cineole components of the essencial oil of
Croton nepetaefolius - plant of North-East of Brasil, used in the popular medicine
for riots of the gastrointestinal tract - on the motor behavior of the gut of Wistar
rats.

METHODS: Used 16 male animals under jejun of 24h weighing 300-350g. The
effect of 1.8 cineole (1 or 3ug/Kg) on gastric compliance had been lead in
anaesthetized rats. The variations of the gastric volume (GV), had been
measured by plethysmography, while AP, HR and CVP had been monitored
continuously by a digital system of data acquisition.

RESULTS: Observe reduction of the GV, which was significant on 30, 40, 50 and
60min after treatment (2.0+0.1; 1.9+0.1; 1.8+0.1 and 1.7+0.1mL, versus
2.1£0.2mL). The AP presented significant fall after the administration of 1.8
cineole, remaining thus during 60min of monitorization (87.9+7.7; 87.6+7.1,
87.9146.4; 87.8+5.7; 86.0+£5.5 and 87.7+6.0mmHg, respectively versus 94.4+6.2
mmHg), as well as the HR (366.3£13.4; 361.7+11.5; 357.3+10.4; 353.0+10.4;
348.3+11.1 and 350.4+13.7bpm, respectively versus 395.2+11.1bpm). The CVP
did not suffer significant variations after treatment.

CONCLUSION: Observe the 1.8 cineole reduces the gastric compliance in
anaesthetized rats besides presenting effect hipotensor and bradicardic; probably
for direct action on the gastrointestinal and vascular smooth muscel and moduling

the autonomic nervous system.

Key words: 1.8 cineole; Compliance, gastric; Rat
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1. INTRODUTION

Croton nepetaefolius Baill is the scientific denomination of a type and
common shrub in the Brazilian Northeast popularly known as marmeleiro sabia,
used in popular medicine folk for riots gastrintestinais™.

Intragastric administration of the essential oil of the Croton nepetaefolius
(EOCN) increases the time of gastrintestinal transit of a liquid meal in mice?.
Already in vitro preparations of the intestinal smooth muscle of cobaio the EOCN
demonstrated miorrelaxantes properties, diminishing tonus basal and reducing the
amplitude of the spontaneous contractions of segments of ileo as well as of
gastro-esophagicus, pyloric and ileo-cecal sphincter of cobaio®.

These data demonstrate that the EOCN present mio-relaxant and
antispasmodic properties in vivo and in vitro, consistent with the use in popular
medicine folk™*,

We decide, then, to study the actions of the administration i.v of the 1,8
cineole, main component of the EOCN?, on the gastric compliance, arterial

pressure, central venous pressure and cardiac frequency of anestesiados rats.
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MATERIALS AND METHODS

Male Wistar rats (300-350g, n=16) proceeding from the Central Breathing
of the UFC was used. All procedures had been in accordance with the norms of

the Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA).

The 1,8 cineole and EOCN was gentily granted by the Laboratory of the
Prof. Jose Henrique Leal Cardoso - University State of the Ceara.

2.1. Surgical procedures.

We kept the animals in jejum for 24h with free access to the water until 2h
hours before the experiments. After anesthesia with uretana (1,2g/kg, I.P.), we
carry through traqueostomie, followed of the cannula insertion, in order to
facilitate the spontaneous ventilation.

Next, we insert polyethylene cannulas (PE 50), full of saline solution 0.9%
with heparina (500U/mL) in the left vein jugular and the right carotid artery. We
destine the vein for administration of drugs or vehicle and monitoration of the

central venous pressure while we use the artery for arterial pressure monitoration.

2.2. Gastric volume measurements

For the monitoration of the gastric volume (GV), we use the pletismometric
model develop in ours laboratory”. Initially, we introduce per os, a polyethylene
catheter (ED=2,0mm/ID=1,5mm) with a latex balloon (volume ~ 4mL), which was
posioned carefully in the proximal stomach. Next, we connect the free extremity
of the catheter to liquid reservoir (ID=2,5cm, maximum capacity of 30mL). The
reservoir, the stomach and the balloon then, establish a comunicant system
vassel, had been filled with conducting solution standard [45mg% of NaCl and
0.3mL% of polietilenoglicol (Imbebiente BBC Ornano®)] at 37°C.

variations in gastric tonus capable to modify the liquid volume in a balloon,
had been detected by an electronic volume sensor was continuously registered
for one plethysmometer (Ugo Basile®, Comerio, Italy). Given the constant
pressure of the system, variations in gastric tonus, means variations on a gastric

compliance®.
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In the beginning of each experiment, the stomach was submitted the
distention for a pressure of 4cmH,0, by rising the liquid level of the reservoir until
4cm above of the xifoide appendix of the animal. Variations on gastric compliance
had been monitored continuously, written down to each 30s, express in mL.

2.3. Monitoration of the cardiovascular parameters

Mean arterial pressure (AP), central venous pressure (CVP) and cardiac
frequency (CF) had been gotten by the connection of the arterial and venous
cannules, respectively, the pressure transducers that had been connected to a

acquisition system of data (PowerLab- ADInstrumesnts®).

2.4. Experimental protocols

After surgical procedures, animals had been kept in rest for 30min for the
stabilization of the hemodinamics parameters. All the animals had been studied
by a period at least 80min, twenty min initial was considered as Basal period, after
that 1.8 cineole (1 or 3ug/kg - n=11) or vehicle (saline 0.9% - n=5) i.v.
administration was perormed. We evaluated GV, AP, CVP and FC by more
60min, which had been divided in equal intervals of 10min, called 10, 20, 30, 40,
50 and 60.

2.5 - Experimental avaliation

To the end of each experiment, all the animals had suffered, still in plain
anaesthetic, medium laparotomie for inspection of the positioning of the balloon
was performed, being to follow sacrificed for injection e.v. of solution of KCI.
Excluded the data of animals with anomalous localization of the balloon.

2.6 — Statics analise

Individual values of GV, CF, CVP and AP of diverse experimental groups
are express in the text in Mean+SD. Analysis of variance ("One way - ANOVA")
followed of Dunnett’s test was used to compare the differences between averages
of diverse experimental periods, as well as between the studied groups.
Differences with p<0,05 had been as significant.
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3. RESULTS

Figure 1 shows the variations of gastric volume (GV), arterial pressure
(AP), central venous pressure (CVP) and cardiac frequency (CF) after and before
1.8 cineole treatmensts (1ug/Kg, i.v.).

We observe reduction (p<0.05) on the GV, which was significant at 30, 40,
50 and 60min after 1.8 Cineole treatments when compared a basal value
(2.0£0.1; 1.9+0.1; 1.8+0.1 and 1.7+0.1mL respectivelly, vs 2.1+0.2mL). Mean
arterial pressure (87.9+7.7; 87.6£7.1; 87.91+6,4; 87.8%5,7; 86.0+£5,5 and
87.7+6,0mmHg, respectively vs 94.4+6.2mmHg) as well as the CF (366.3+13.4;
361.7+11.5; 357.3x10.4; 353.0+10.4; 348.3t11.1 and 350.4+£13.7bpm
respectively, vs 395.2+11.1bpm) had presented significant falls after 1.8 cineole
treatments, remaining themselves thus during 60min of monitoration. Already,
CVP did not suffer significant variations after 1.8 cineole treatments (0.1+0.7;
0.6+0.7; 0.1+0.7; 0.5£0.7; 0.6+0.8 and 1.0+0.9CmH,0 versus 1.2+1.1CmH,0).

Figure 2 shows the variations of GV, AP, FC and CVP after and before 1.8
cineole treatmensts (3ug/Kg, i.v.).

We observe reduction (p<0.05) on the GV, which was significant at 30, 40,
50 and 60min after 1.8 Cineole treatments when compared a basal value
(2.0£0.2; 2.0£0.1 and 2.0£0.1mL respectively, vs 2.3£0.1mL). Mean arterial
pressure (83.4x4.4; 78.51£5.0; 75.2+4.7; 70.4+4.6; 68.0+4.0 and 67.5+3,7mmHg,
respectively vs 85.0t4.0mmHg) as well as the CF (353.5%£13.2; 355.3+8.7,
352.3+7.1; 351.0+£5.7; 346.3+7.3 and 338.8+8.6bpm, respectively vs
382.3+x11.4bpm) had presented significant falls after 1.8 cineole treatments,
remaining themselves thus during 60min of monitoration. Already, CVP did not
suffer significant variations after 1.8 cineole treatments (2.2+0.1; 2.2+0.1;
2.1+0.1; 2.0+0.1; 2.1+£0.1 and 2.1+0.1CmH,0, respectively vs 2.2+0.1CmH,0).

Figure 3 shows the variations of GV, AP, FC and CVP after and before
placebo treatmensts (0.2mL of saline 0.9%, i.v.).

We do not observe significant variations on GV, AP, CVP or FC along
80min of study (2.2+0.2; 2.2+0.1; 2.2+0.2; 2.1+0.2; 2.1+0.2 and 2.0+0.2mL vs
2.2+0.2mL), (92.2+3.9; 92.1+3.7; 91.0£3.5; 92.3+3.4; 92.6+4.0; 92.3+4.1 mmHg
and 91.2+4.5mmHg), (0.1+£1.1; -0.8+1.2; -0.6+£2.7; 0.6+2.4; -1.9£1.5; -2.8+1.9 and
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0.3+0.0CmH,0 vs 0.2+0.2CmH,0) and (402.3+26.6; 383.5+34.9; 374.5+32.5;
359.0+20.6; 353.3£26.0; 347.0+27.1bpm and 366.7+27.2bpm), respectively.
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4.DISCUSSION

This work shows that the 1.8 cineole i.v. administration reduces gastric
compliance, arterial pressure, cardiac frequency of anestesiados rats, dose
dependent, however does not modify central venosa pressure.

Arterial pressure, CF and CVP had been monitored continuously. For this
proposite, we use a data acquisition system (PowerLab-ADInstruments®),
considered standard for literature. Basal results of AP are similar to gotten for
others®. 1,8 cineole presente an hipotensor effect, AP returned to basal levels to
soon after 10min of the treatment, similar to observed for others’®°.,

Data of literature show that i.v. administration of OECN or 1.8 cineole
delays gastric emptying and gastrointestinal transit of liquid in awake rats as
demonstrated by Magalhaes et al., indicating that OECN and 1.8 cineole retard
gastrintestinal transit in mice and relaxes the intestinal smooth musculatura of
cobaio?>.

According to a prevalent interpretation of specialists, delays of the gastric
emptying of liquid, seamns a provoked by OECN and 1.8 cineole, folows a
proximal stomach relaxation'® and/or an incresement of the antroduodenal
resistance to a liquid flow, call "duodenal brake "**.

Proximal and distal stomach, can determine different standards of GE for
varied types and compositions of meals'?. The proximal segment functions as
reservoir, capable to accomodate the meal while the fasic contractions of the
antrum and the body promotes the gradient pressure for mix intraluminal
contents, propulsioning a gastric content for duodenum***2.

In the present study, to evaluate the effect of .8 cineole on the gut
motilidade, we use a plethismometric system. A system previously developed
and validated for Graca and colegues®*, it showns adequate to continuously
monitoring gastric tonus variations of the proximal stomach. It reflects variations
of gastric volume, at last, the gastric compliance.

Beyond hipotensor and bradicardic effect, that 1.8 cineole is capable to
increase, a dose dependent, the tonus of stomach, diminishing, therefore, the

gastric compliance of anesthetized rats. These results, can is related to findings of




86

Magalhdes and co-workers®3, which had described inhibitore effects of EOCN
and 1.8 cineole on the gut muscels.

The hipotensor and bradicardic effects of 1.8 cineole is hard. However
these treatments do not modify the CVP of animals. In studies with waked up rats
Lahlou and collaborators, that EOCN and 1.8 cineole, show bradicardic effect as
well as hipotensor effect, probably for modulation of the nervous system
auténomo’, by vagal action.

The Croton nepetaefolius is sufficiently known for popular medicine
application of riots of the gastrointestinal system'®. We present effects of 1.8
cineole on the gastric compliance can result of an autonomic reflex, or direct
action of this essential oil on smooth muscel. In studies in vitro 1.8 cineole
presents miorelaxant effect, what probably it justifies the job of this plant for the
popular medicine, however the mechanisms of action of this oil is not well clarify?.

In the isolated intestine of cobaio the inibitorio effect of the EOCN is not
reverted by an inhibitor of the NO-sintetase (L-NAME), inhibitor of cicloxigenase
(indometacin), ganglionar bloker (hexametonium),  sodium canals bloker
(tetrodotoxin) pre-treatments. In this model, essential oil does not involve NANC
mediation®?3,

Already the effect of the OECN on AP and CF of awaked rats involve the
integrity of the autonomic parassimpatic inervation (vagus nerve), while the effect
on sanguineous vases if give for direct action of the oil on the smooth muscel
vascular’®®. That effect of 1.8 cineole on the gastric compliance also is related to
increase on autonomic activity. Bilateral vagotomy blocks the effect of OECN and
the 1.8 cineole on AP and CF®,

In summary, we observe that the 1.8 cineole, decreases the gastric
compliance, arterial pressure, cardiac frequence in anestesiados rats. The
inhibition of 1.8 cineole on the gut motilidade, may involves a systemic domain the

modulation of the autonomic nervous system.
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Figure 1. Effects of 1.8 cineole on Arterial Pressure (AP, in mmHg), Central
Venous Pressure (CVP, in CmH,0), Cardiac Frequence (CF, in bpm) and gastric

volume (GV, in mL) in an anesthetized rats.

After a basal period of 20min, we treated the animals with 1.8 cineole (1ug/Kg,
n=6). The values of VG, AP, CVP and CF monitored during 60min had been
grouped in six consecutive intervals of 10min (10, 20, 30, 40, 50 and 60,
respectively). The data of GV gotten by mean barostatic system are represented
in a form of scatter with the horizontal line representing the median. The circles

closed and opened and the closed triangles and the vertical lines represent
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meanzED of the AP, CVP and CF, respectively. *, P<0,05 versus basal period
(ANOVA and Dunnett’s test).
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FIGURE 2
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Figure 2. Effects of 1.8 cineole on Arterial Pressure (AP, in mmHg), Central
Venous Pressure (CVP, in CmH,0), Cardiac Frequence (CF, in bpm) and gastric
volume (GV, in mL) in an anesthetized rats.

After a basal period of 20min, we treated the animals with 1.8 cineole (3ug/Kg,
n=5). The values of VG, AP, CVP and CF monitored during 60min had been
grouped in six consecutive intervals of 10min (10, 20, 30, 40, 50 and 60,
respectively). The data of GV gotten by mean barostatic system are represented
in a form of scatter with the horizontal line representing the median. The circles

closed and opened and the closed triangles and the vertical lines represent
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meanzED of the AP, CVP and CF, respectively. *, P<0,05 versus basal period
(ANOVA and Dunnett’s test).
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FIGURE 3
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Figure 3. Effects of placebo (saline solution of 0,9%) on Arterial Pressure (AP, in
mmHg), Central Venous Pressure (CVP, in CmH,0), Cardiac Frequence (CF, in
bpm) and gastric volume (GV, in mL) in an anesthetized rats.

After a basal period of 20min, we treated the animals with saline 0,9% (0,2 mL,
i.v., n=4). The values of VG, AP, CVP and CF monitored during 60min had been
grouped in six consecutive intervals of 10min (10, 20, 30, 40, 50 and 60,
respectively). The data of GV gotten by mean barostatic system are represented
in a form of scatter with the horizontal line representing the median. The circles

closed and opened and the closed triangles and the vertical lines represent
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meanzED of the AP, CVP and CF, respectively. *, P<0,05 versus basal period
(ANOVA and Dunnett’s test).




