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RESUMO

Em todas as partes do mundo as plantas medicinais sdo amplamente empregadas pela
populagéo para o tratamento de uma infinidade de doengas. Muitas dessas plantas costumam
ser usadas como op¢do terapéutica nas patologias associadas ao sistema respiratorio, visto que
0 acometimento dessas enfermidades causa grande impacto social, tornando-se, entdo, de
interesse clinico e constituindo alvo de permanente procura por novas entidades terapéuticas.
O género Lippia, da familia Verbenaceae, ¢ um dos mais estudados por apresentar espécies
com grande potencial terapéutico, ricas em acidos fendlicos, monoterpenos, sesquiterpenos e
flavondides, sendo tradicionalmente utilizadas para o tratamento de desordens respiratorias,
gastrointestinais e infeccdes em geral. Apresentam espécies na sua maioria aromaticas, com
um solido perfil de composicdo quimica, atividades farmacolégicas e uso popular. Pertencente
a esse género temos a espeécie Lippia alnifolia Schauer, uma planta encontrada na caatinga, de
distribuicdo endémica e usada na medicina popular como antimicrobiana, despertando
interesse devido auséncia de maiores informacdes na literatura. O objetivo desse estudo foi
avaliar o efeito do 6leo de Lippia alnifolia (LAQO) sobre a traqueia de cobaia e seu possivel
mecanismo de acdo farmacologico. Para tanto, utilizou-se o 6leo essencial obtido das folhas
da planta em concentragfes crescentes (1 a 729 ug/mL) sobre anéis de traqueia de cobaia pré-
contraidos por agonistas, sendo analisado posteriormente 0s registros das contracGes
isotdnicas dos segmentos do 6rgdo isolado para obtencdo do valor de Clso (concentracdo
capaz de inibir 50% de seu efeito méximo). Como resultado, 0s ensaios in vitro mostraram
gue o LAO promoveu relaxamento de maneira dependente de concentracdo dos anéis de
traqueia pré-contraidos com 1 uM de carbacol (CCh), 1 uM de histamina (HIS) e 60 mM de
cloreto de potéassio (KCI), com valores da Clso de 42,10 + 11,59 %, 39,19 + 11,09%, e 86,53
10,04 %, respectivamente, ndo havendo diferenca significativa entre a Clsg da HIS e do CCh.
Como o LAO apresentou caracteristicas espasmoliticas, buscou-se investigar o(s) possivel(is)
mecanismo(s) de acdo envolvido(s) nesse efeito, apos contracdo induzida por CCh. Verificou-
se que houve uma reducdo significativa na poténcia do LAO na ordem de 2 vezes,
aproximadamente, na presenca da dexametasona 10 uM (Clso = 100,20 £ 18,98 pug/mL) e da
indometacina 10 uM (Clsp = 103.6 + 23.98 ug/mL), concluindo-se que o LAO exibe efeito
espasmolitico significativo frente aos agonistas utilizados na pesquisa, estando relacionado a
uma possivel inibicdo das enzimas cicloxigenase (COX) e fosfolipase A2 (PLA2), que
impedem a producdo das prostaglandinas na traqueia, responsaveis pelo relaxamento do
masculo liso.

Palavras-chave: Lippia alnifolia; plantas medicinais; 6leo essencial; relaxamento.



ABSTRACT

In all parts of the world medicinal plants are widely used by the population for the treatment
of a multitude of diseases. Many of these plants are often used as a therapeutic option in
diseases associated with the respiratory system, since the onset of these diseases cause great
social impact, becoming then of clinical interest and constituting permanent targeted search
for new therapeutic entities. The genus Lippia Verbenaceae family is one of the most studied
species for presenting great potential therapeutic rich in phenolic acids, monoterpenes,
sesquiterpenes and flavonoids have traditionally been used to treat respiratory disorders,
gastrointestinal and general infections. Species present in its most aromatic, with a solid
profile of chemical composition, pharmacological activities and popular use. Belonging to this
genre we have the Lippia alnifolia Schauer species, a plant found in the bush, endemic and
distribution used in folk medicine as antimicrobial, arousing interest because of the absence of
more information in the literature. The aim of this study was to evaluate the effect of Lippia
alnifolia oil (LAO) on the trachea of guinea pig and its possible pharmacological mechanism
of action. The instrument used is the essential oil obtained from the leaves with increasing
concentrations (1-729 pg/ml) on guinea pig tracheal rings precontracted by agonists, and
subsequently examined records of isotonic contractions of segments of body isolated to obtain
the IC50 value (concentration able to inhibit 50% of its maximum effect). As a result, in vitro
tests showed that the LAO a relaxation of concentration dependent manner tracheal rings
precontracted with 1 uM carbachol (CCh), 1 uM histamine (HIS) and 60 mM potassium
chloride (KCI), with IC50 values of 42.10 + 11.59 %, 39.19 + 11.09 %, and 86.53 + 10.04 %,
respectively, with no significant difference between the IC50 HIS and CCh. As the LAO
presented spasmolytic characteristics, we sought to investigate the(s) possible(s)
mechanism(s) involved action(s) in this effect after contraction induced by CCh. It was found
that there was a significant reduction in the power of LAO in the order of 2 times,
approximately, in the presence of 10 mM dexamethasone (IC50 = 100.20 + 18.98 mg/ml) and
10 mM indomethacin (IC50 = 103.6 £ 23.98 mg/ml), concluding that the LAO exhibits
spasmolytic significant effect compared to the agonists used in the study, being related to a
possible inhibition of cyclooxygenase enzymes (COX) and phospholipase A2 (PLA2) which
prevent the production of prostaglandins in the trachea responsible for relaxation of smooth
muscle.

Keywords: Lippia alnifolia; medicinal plants; essential oil; relaxation.
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1 INTRODUCAO

O homem sempre utilizou as plantas em fungdo da manutencdo da vida, seja
para alimentacdo ou para prevencdo e cura de enfermidades, e ao longo do processo
evolutivo ele foi aprendendo a seleciona-las de acordo com cada fim. O resultado disso
€ que muitos povos passaram a dominar o conhecimento do uso de plantas para
agricultura ou como ervas medicinais a partir de praticas de experimentacdo e
observacao (GULLO; HUGHES, 2005).

O actmulo milenar desses conhecimentos empiricos sobre a acdo bioldgica dos
vegetais foi tradicionalmente repassado de geracdo para geracdo por diversos grupos
étnicos, denominado conhecimento etnofarmacoldgico, o que propiciou uma das bases
mais importantes para 0 nascimento da medicina popular. Hoje o uso de plantas
medicinais € uma pratica generalizada pela humanidade e alguns compostos naturais ja
foram identificados em funcdo do conhecimento etnofarmacoldgico de algumas plantas
(NAVARRO; SCARPA, 2013).

Entretanto, é importante ressaltar que muitas das suposi¢cdes quanto a eficacia
dos produtos naturais utilizados pela medicina tradicional ndo sdo comprovadas
cientificamente, sendo indispensavel o cultivo e uso consciente com o intuito de evitar a
administracdo de plantas tdxicas ou sem comprovacdo de atividade farmacoldgica
(LORENZI; MATOS, 2008).

Em geral, os produtos naturais que apresentam algum efeito biol6égico sdo
denominados principios ativos e resultam, em especial, do metabolismo secundario das
plantas. Estes principios ativos apresentam uma diversidade em termos de estrutura e de
propriedades quimicas e atuam em alvos moleculares especificos, o que fascilita o
direcionamento da pesquisa farmacologica de plantas medicinais relatadas pela
populacéo (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

A identificacdo de espécies com alguma atividade sobre o metabolismo de um
organismo vivo pode servir direta ou indiretamente no desenvolvimento de novos
farmacos, sejam estes obtidos por isolamento ou através de sintese a partir de uma
molécula protdtipo, propiciando ndo s6 avangos importantes para a terapéutica de
algumas doengas como, também, fornecendo ferramentas extremamente Uteis para o
estudo teorico da fisiologia e da farmacologia (BARREIRO; BOLZANI, 2009).
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A existéncia de um grande numero de espécies vegetais disponiveis para
investigacdo revela uma extraordinaria capacidade para a descoberta de novos
compostos de ocorréncia natural. O Brasil destaca-se como o pais com o maior
potencial para pesquisa no mundo por deter a mais rica biodiversidade do planeta, com
alto indice de espécies endémicas. Essa diversidade bioldgica € responsavel pela
manutencdo do equilibrio e da estabilidade dos ecossistemas, bem como é fonte
inestimavel de recursos econdmicos potencialmente exploraveis. Com tamanha
biodiversidade o Brasil tem condi¢cdes de ser um dos principais paises a adotar a
fitoterapia como uma alternativa segura e ficaz no tratamento de diversas patologias
(TOMAZZONI; NEGRELLE; CENTA, 2006).

O interesse cientifico embutido na busca de substéncias bioativas a partir de
derivados vegetais vem da relevancia em conservar a variedade e variabilidade genética
existente nos ecossistemas, que é muito expressiva, e as complexidades ecoldgicas nas
quais eles ocorrem, para que possamos extrair de modo sustentavel produtos e
subprodutos quase que inesgotaveis dessas fontes, atendendo as necessidades e
aspiracdes das geracOes presentes e futuras, mantendo a preservacdo e perpetuacdo dos
organismos vivos (KINGSTON, 2011).

O Unico bioma brasileiro cujos limites estdo inteiramente restritos ao territério
nacional é a Caatinga, possuindo um grande nimero de espécies vegetais endémicas e
sendo proporcionalmente 0 menos estudado entre as regides geograficas (IBAMA,
2010). A Caatinga € a vegetacdo brasileira mais desprotegida em virtude de sua
aparéncia morta. Além disso, incide sobre ela um extenso processo de transformacéo e
degradacdo ambiental provocado pelo uso desenfreado dos seus recursos naturais,
ocasionando a rapida perda de espécies Unicas precariamente conhecidas e a eliminagéo
de processos ecoldgicos chaves que comprometem o equilibrio biolégico entre as
especies (OLIVEIRA et al.,, 2014). A Caatinga destaca-se por apresentar uma flora
bastante diversificada e rica em plantas largamente conhecidas na medicina popular
contra varias enfermidades, em decorréncia da sua grande variedade bioldgica e
cultural. No entanto, poucas espécies foram estudadas etnobotanica e
farmacologicamente (GARIGLIO et al., 2010).

Para a realizacdo desta pesquisa foi utilizada uma espécie endémica da caatinga,
a Lippia alnifolia Schauer, pertencente ao género Lippia, familia Verbenaceae. O

género ao qual ela pertence retine cerca de 200 taxons, entre ervas, arbustos e pequenas
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arvores, distribuidos nos trépicos e subtropicos das Américas e Africa, com ocorréncia
especialmente no cerrado e campos rupestres brasileiros. As espécies do género
parecem apresentar um solido perfil de uso popular, composi¢cdo quimica e atividades
bioldgicas, sendo tradicionalmente utilizadas na medicina popular para o tratamento de
desordens respiratorias, gastrointestinais e infecgdes em geral, efeitos esses atribuidos a
presenca de Oleos essenciais, pois a maioria de suas espécies sdo aromaticas
(PASCUAL et al., 2001).

Apesar das plantas do género Lippia serem apontadas como de grande
importancia econémica na industria e no paisagismo, ela também se destaca na
fitoterapia por suas propriedades medicinais. A habilidade de relaxar distintos musculos
lisos em preparagdes de 6rgéos isolados vem sendo evidenciado em trabalhos com 6leos
essenciais obtidos de espécies de Lippia. No entanto, estudos sobre a atividade
farmacoldgica dessas espécies ainda sdo muito incipientes na literatura, pricipalmente
utilizando essa abordagem, onde a maioria dos diferentes usos precisa ser investigada
cientificamente (TOMAZZONI; NEGRELLE; CENTA, 2006).

O intuito de pesquisar produtos extraidos de plantas com atividade sobre a
musculatura lisa reside no fato de haver a possibilidade de que tais produtos apresentem
extensa aplicacdo em varios processos fisiopatolégicos como a asma, hipertensao,
arritmias cardiacas, angina do peito, diarréias, espasmos tanto intestinais como uterinos,
tornando as pesquisas imprescindiveis ao processo de descobrimento de novos farmacos

favoraveis ao tratamento dessas enfermidades (LIMA et al., 2011).

Neste cenario, devido a grande representatividade, a vasta gama de atividades
das espécies do género Lippia descritas pelas comunidades, e considerando a escassez
de trabalhos com a espécie Lippia alnifolia Schauer, despertou-se o interesse no estudo
desta planta na possibilidade de fornecer informacdes cientificas que possam explicar
sua utilizacdo na medicina popular e que sirvam para conhecimento das populagdes que
dela fazem uso. Somando-se a isso, e ndo menos importantes, estdo a tentativa de
isolamento de novos principios ativos, a determinagdo do perfil farmacologico de
espécies endémicas da caatinga, visando a preservacdo dessas espécies, e a descoberta

de novas aplicacOes terapéuticas para 0s recursos naturais oriundos dessa regiao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Contribuir para o estudo farmacoldgico da familia Verbenaceae e,
particularmente, da espécie Lippia alnifolia Schauer, com a finalidade de fornecer
informagdes que possam ser utilizadas no rastreamento de substancia(s) de interesse

terapéutico.

2.2 Especificos

v Investigar atividade espasmolitica in vitro do 6leo de Lippia alnifolia Schauer
(LAO) em traqueia de cobaia;

v' Comparar o perfil relaxante dos agonistas entre si e definir o que apresenta a
melhor resposta para Clsp;

v Determinar o possivel mecanismo de acdo farmacoldgico do LAO através da
aplicacdo de protocolos experimentais especificos;

v Avaliar a participacdo dos canais de potassio no efeito relaxante do LAO em
traqueia de cobaia;

v' Avaliar a participagdo do inibidor da enzima 6xido nitrico sintase, Nw-nitro-L-
arginina metil éster (L-NAME), no efeito relaxante do LAO em traqueia de cobaia;

v Avaliar a participa¢do do antagonista B-adrenérgico nao seletivo, propranolol
(PRP), no efeito relaxante do LAO em traqueia de cobaia;

v' Avaliar a participacdo do inibidor da sintese proteica e fosfolipase A2,
dexametasona (DEX), no efeito relaxante do LAO em traqueia de cobaia;

v Avaliar a participacdo do inibidor ndo seletivo da cicloxigenase, indometacina
(IND), no efeito relaxante do LAO em traqueia de cobaia.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Plantas Medicinais

O homem sempre buscou na natureza o uso de produtos naturais para o
tratamento de muitas doengas, a ingestdo de ervas e folhas talvez tenha sido uma das
primeiras formas de emprego desses produtos. A administracdo de plantas com o
objetivo de recuperar ou manter a salde é uma pratica que se confunde com a propria
histéria da humanidade (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Desde os primordios da civilizagdo a medicina popular fundamenta-se no uso de
plantas medicinais como primeiro recurso terapéutico e um dos Unicos elementos de
cura que o homem conhecia, assim, os produtos naturais foram sendo utilizados e,
apesar do surgimento dos medicamentos sintéticos, jamais desapareceu por completo
(SIMOES et al., 2010).

Estudos sobre as propriedades medicinais das plantas tém sido incentivados
principalmente em paises em desenvolvimento onde o servi¢co de saude moderno é
limitado e a utilizacdo de plantas para a satde publica baseada nas praticas populares
ainda é significativa e de grande aceitacdo pela populacdo. Aproximadamente 60% da
populagdo do mundo depende quase inteiramente de plantas para medicamentos e 0s
produtos naturais tém sido reconhecidos como uma fonte importante e terapeuticamente
eficaz (AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2008).

Muitas sdo as propriedades terapéuticas conferidas as plantas medicinais em
decorréncia dos principios ativos produzidos, em especial, pelo seu metabolismo
secundario. Estes metabdlitos secundarios vém despertando interesse como farmacos no
tratamento de algumas doencas por oferecerem intmeras fungdes. As substancias
pertencentes a essa classe sdo biossintetizados como um mecanismo préprio de defesa
ou perpetuacédo da espécie podendo variar dependendo de uma interface quimica entre o
organismo e o ambiente circundante. Fato este que interfere na quantidade e qualidade
de metabolitos secundarios resultantes contra as condi¢des de adaptagéo e regulacdo em
um determinado momento (LORENZI; MATQS, 2008).



20

Ainda ndo foram farmacologicamente caracterizados muitos dos principios
ativos das plantas medicinais quando se considera a diversidade e as possibilidades de
utilizac@o para fins terapéuticos, por isso os produtos naturais tém sido alvo notaveis de
pesquisas cientificas para se estabelecer os efeitos bioldgicos de seus constituintes.
(GULLO; HUGHES, 2005).

As plantas medicinais sdo importantes para a pesquisa farmacoldgica e o
desenvolvimento planejado de novas drogas, ndo somente quando seus constituintes séo
usados diretamente como agentes terapéuticos, mas também, como matérias-primas
para a sintese destes ou como modelos moleculares de compostos biologicamente
ativos. Os estudos envolvendo plantas utilizadas para fins terapéuticos garantem a
conservacdo da biodiversidade por estimular a extracdo consciente ao descobrir
exemplares com potencial farmacoldgico, comprovando a importancia da pesquisa
etnofarmacoldgica (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

Os progressos significativamente interessantes na descoberta de farmacos novos
resultam na obtencdo inicial de medicamentos fitoterapicos, aqueles adquiridos de
plantas medicinais no qual se utiliza exclusivamente como matéria-prima derivados de
droga vegetal, caracterizados pelo conhecimento da eficacia e do risco do seu uso, bem
como pela reprodutividade e consténcia do sua qualidade (MOREIRA; SALGADO;
PIETRO, 2010).

As melhores possibilidades de encontrar substancias de interesse terapéutico
estdo nas fontes naturais ainda em abundancia para analise. Até o momento, calcula-se
que menos de 2% das plantas superiores foi investigada para identificacdo de
constituintes com atividade bioldgica e, na realidade, uma grande quantidade de
moléculas derivadas de organismos marinhos, microorganismos e de plantas ainda pode
ser revelada (KINGSTON, 2011).

3.2 Consideragdes sobre a familia Verbenaceae e o género Lippia

A familia Verbenaceae, incluida na ordem Lamiales, é uma familia cosmopolita,
muitas vezes aromatica, ocorrendo em praticamente todos 0s ecossistemas terrestres,
predominantemente associada as regides tropicais, subtropicais e, principalmente, nas

zonas temperadas do hemisfério sul, com algumas de suas especies nas zonas
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temperadas do hemisfério Norte. Em um sentido amplo, a familia compreende cerca de
100 géneros e 2.000 espécies, sendo estimadas para o Brasil 296 espécies em 22
géneros. O género com maior numero de representantes € o Verbena seguido do Lippia
(MELO et al., 2010).

Esta familia agrega plantas herbaceas, subarbustivas, arbustivas e, em menores
quantidades, lianaceas a arbdreas. Algumas espécies apresentam amplitudes climéticas
extremas que védo desde o tropico gelado e Umido ao subérido e &reas de alta latitude
com verdes quentes (CRAVEIRO et al., 1981).

A importancia econémica da familia Verbenaceae fica por conta de algumas
espécies ornamentais e madeireiras, que sdo cultivadas e aplicadas no paisagismo e na
decoracdo natural de ambientes. Alguns géneros muito empregados no paisagismo séo
originarios do Brasil (SOARES; DIAS, 2013). Além deste emprego, ela também
apresenta enorme potencial na industria téxtil, de alimentos, farmacéutica, cosmética e
de perfumes, em virtude da producdo de dleos essenciais, como as do género Verbena,
muito utilizadas na elaboracdo de produtos de higiene pessoal, como hidratantes e
sabonetes. Alguns géneros destacam-se na medicina popular por suas propriedades
medicinais, a exemplo do género Lippia e Priva, destacando-se 0s representantes
aromaticos (MARX et al., 2010).

O género Lippia, da familia Verbenaceae, reline cerca de 200 espécies entre
ervas, arbustos e arvores pequenas, distribuidas principalmente em todos os paises da
América Central e do Sul, e territorios da Africa Tropical. O maior nimero de espécies
encontra-se no Brasil, cerca de 120, localizadas especialmente em terrenos de grandes
altitudes. O nome do género € uma homenagem a Auguste Lippi (1678-1704),
explorador e naturalista italiano, morto por nativos da Etiopia. Em geral, o género
parece apresentar um consistente perfil de composicdo quimica, atividades

farmacologicas e uso popular, porém ainda pouco estudados (SOARES; DIAS, 2013).

Os principais centros especificos de diversidade do género Lippia estdo
localizados no Brasil, com aproximadamente 70% das espécies conhecidas sendo
algumas endémicas, e no México. No Brasil a maior representatividade é encontrada
nos campos rupestres localizados nos estados de Minas Gerais, Bahia e Goias, e embora
possua um grande numero de espécies algumas estdo ameacadas de extingdo, como a L.

elliptica Shauer, que so foi recoletada uma unica vez em Goiés ap0s sua descoberta em
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Mato Grosso do Sul, e provavelmente extinta nesta regido ja completamente

descaracterizada pela exploracao agricola (MELO et al., 2010).

A grande maioria das espécies de Lippia possui uma fragréncia peculiar forte e
agradavel caracterizada pela presenca dos 0leos essenciais, 0s responsaveis, na maioria
das vezes, pelos efeitos produzidos por essas plantas, sendo importante fonte de

componentes quimicos aplicaveis na industria (MARX et al., 2010).

Os componentes identificados com maior frequéncia nos 6leos essenciais do
género foram: monoterpenos, sesquiterpenos, acidos fendlicos, flavonoides e, em menor
quantidade, iriddides, alcaloides, taninos, saponinas e triterpenos. Dentre os terpenoides
identificados nas espécies de Lippia temos como principais: o limoneno, o cariofileno, o
p-cimeno, a canfora, o linalol, o pineno e o timol (OLIVEIRA et al., 2006). Lippia alba
N.E. Brown &, sem davida, a representante mais estudada do género, inclusive na area
fitoquimica, devido a grande variabilidade quimica dos seus 6leos esséncias, no qual ja
foram encontrados diversos compostos, dentre eles o citral e a carvona (MESA-
ARANGO et al., 2009; TAVARES et al., 2005).

Estudos farmacoldgicos de espécies do género Lippia eram focados,
principalmente, nas a¢fes antimicrobiana, antifungica, larvicida e repelente dos seus
Oleos essenciais. Estes efeitos sdo apoiados por pesquisas recentes que também
demonstram atividades antiparasitéria, anti-helmintica, espasmolitica e sobre o sistema

nervoso central, concentrando os estudos em poucas espécies (PASCUAL et al., 2001).

As espécies do género sdo tradicionalmente utilizadas na medicina popular para
o tratamento de transtornos respiratorios, gastrointestinais e infeccbes em geral. Na
maioria dos casos, o material utilizado sdo as partes aéreas, como folhas ou flores,
comumente preparadas por infusdo ou decoc¢do, e administrada oralmente. Algumas
espécies de Lippia também demonstraram atividades antimaldrica, antiviral, citostatica,
espasmolitica, sedativa, hipotensiva e anti-inflamatdria. Alem disso, as folhas da
maioria destas sdo utilizadas como tempero para preparacdo de produtos (PASCUAL et
al., 2001).

No que diz respeito aos fins culinarios, vale destacar a importancia da espécie
Lippia dulcis Trevir, uma planta de sabor adocicado, cujos principais componentes nao
toxicos isolados, os sesquiterpenos hernandulcina e 4B-hidroxihernandulcina,

mostraram-se ser 1.000 vezes mais doces do que a sacarose. Embora esta planta tenha



23

sido descrita pela primeira vez na literatura botanica antiga no século 16, suas
propriedades foram confirmadas apenas na década de 1980 em sequéncias de
investigacOes realizadas (ATTIA; KIM; RO, 2012). As espécies L. multiflora
Moldenke, L. graveolens Kunth e L. sidoides Cham. tém importante papel na indudstria
alimenticia devido a sua capacidade antioxidante e antimicrobiana, pois favorecem a
inocuidade e a estabilidade dos alimentos, como também protegem contra alteraces
lipidicas (ARCILA-LOZANO et al., 2004).

Sé&o utilizados como tempero para preparacao de produtos alimenticios as folhas
de L. alba N.E. Brown, L. citriodora H.B.K., L. graveolens H.B.K e L. origanoides
H.B.K (OLIVEIRA et al., 2012). Adicionalmente, as folhas de L. citriodora H.B.K. sdo
utilizados em bebidas aromatizantes (AGAH; NAJAFIAN, 2012). Na América Central,
a raiz do alcaguz (L. dulcis Trevir.) é culturalmente mastigada devido ao sabor
caracteristico, o que levou uma fabrica em Cuba a tingir o papel de cigarro com o suco
da planta (MORENO et al., 2010). No Brasil, a L. pseudo-thea Schau € utilizada como
substituto no preparo de alguns chas e seu fruto é comido em algumas comunidades
(FABRI etal., 2011).

Em paises da América do Sul e Central (Guatemala, Venezuela, Brasil), e na
regido da Mesoamérica o0 uso popular das espécies de Lippia para o tratamento de
doencas respiratdrias concentra-se no combate de resfriados, gripe, bronquite, tosse e
asma, sendo essas acOes confirmadas atraves de pesquisas ao longo de décadas.
Geralmente é preparado uma decoc¢do de espécies como: L. alba N.E. Brown ou L.
dulcis Trevir (CACERES et al., 1991), L. chealieri Moldenke ou L. multiflora
Moldenke (BASSOLE et al., 2009), L. graveolens H.B.K (SANCHEZ et al., 2010), L.
micromera Schauer, L. microphylla Cham. (RODRIGUES et al., 2011), L. nodiflora
Michx. (ARUMANAYAGAM; ARUNMANI, 2015) e L. origanoides H.B.K.
(SALIMENA et al. 2010). Na Africa, além desse modo de preparo sio feitas infusdes
com agua ou leite das folhas e raizes da espécie L. javanica Spreng., também usadas
para combater resfriados, asma e dor no peito (YORK; VAN VUUREN; DE WET,
2012).

Também ao longo da América do Sul e Central, Africa Tropical e alguns paises
europeus, espécies de Lippia sdo consideradas muito Uteis no costume popular no
combate a enfermidades gastrointestinais. Foram confirmados os efeitos dos remédios

tomados através do infuso ou decocto de algumas espécies como L. alba N.E. Brown
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(MACHADO et al., 2014), L. citriodora H.B.K., L. dulcis Trevir. (CACERES et al.,
1993), L. micromera Schau, L. origanoides H.B.K. (OLIVEIRA et al., 2012), L. reptans
H.B.K., L. stoechadifolia H.B.K. e L. turbinata Griseb. (NAVARRO; SCARPA, 2013)
para o tratamento de dores de estdmago, indigestdo, diarreia e disenteria. Outras
também atuam como carminativas: L. alba N.E. Brown. e L. reptans H.B.K. e
combatendo a Helicobacter pylori: L. citriodora H.B.K. (OHNO et al., 2003). A L.
graveolens H.B.K. é tomada como um antisséptico intestinal (SANCHEZ et al., 2010).

No Zimbabue, folhas e raizes de L. javanica Spreng. sdo utilizadas na forma de
cha para tratar dores abdominais em decorréncia de sua acdo antiespasmodica
(LUDERE; VAN; VLEGGAAR, 2013). Na Venezuela, a decocto das raizes de L.
origanoides H.B.K. é tomado para estimular o apetite (RIVERO et al., 2011). No
México, ha relatos sobre o0 uso da infusdo de folhas de L. alba N.E. Brown para aliviar
dores de vesicula (MACHADO et al., 2014) e de L. multiflora Moldenke para induzir
atividade colerética. Na América Central e Amazonia brasileira a infusdo ou decoccéo
de L. grandis Scham. é empregada no tratamento de doengas hepaticas (SARRAZIN et
al., 2012).

No Brasil e na Guatemala, algumas espécies de Lippia sdo aplicadas
topicamente para tratar doengas cutaneas: queimaduras, feridas, Ulceras, acne, infeccdes
da pele e do couro cabeludo, como a L. alba N.E. Brown e a L. gracilis H.B.K,,
destacando aqui a atividade antimicrobiana sobre varios organismos devido a presenca
dos monoterpenos fendlicos (SARRAZIN et al., 2012). Também foi relatado o uso de L.
nodiflora Michx. e L. geminata H.B.K. para tratar a gonorreia e L. alba N.E. Brown e L.
geminata H.B.K. para tratar a sifilis (CRAVEIRO et al., 1981).

Na Costa Rica, a decoc¢do com leite de L. alba N.E. Brown e L. graveolens
H.B.K. é usada como vermifugo no combate a Giardia e Entamoeba histolitica
(MACHADO et al., 2010; QUINTANILLA et al., 2014).

Na América Central, a espécie L. stoechadifolia H.B.K. é usada como repelente
de insetos e plantada em torno de casas e avenidas. Na Africa, vérias espécies de Lippia
sdo utilizadas na medicina popular como antimalaricos no combate ao Plasmodium
falciparum: L. chealieri Moldenke, L. javanica Spreng. (LUDERE; VAN;
VLEGGAAR, 2013), L. multiflora Moldenke (AJAIYEOBA et al., 2004) e L. nodiflora
Michx. No México, a L. graveolens H.B.K. é utilizada no tratamento da doenca de
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chagas e sua atividade contra o Trypanossoma Cruzi foi comprovada no estudo de
Molina et al. (2014).

Algumas espécies sdo aferidas como remédios analgésicos, anti-inflamatorios
e/ou antitérmicos: L. alba N.E. Brown (CARMONA et al., 2013), L. dulcis Trevir, L.
geminata H.B.K., L. graveolens H.B.K. (GONZALEZ; SOTO; MARTINEZ, 2010), L.
javanica Spreng., L. nodiflora Michx. e L. citriodora H.B.K. (PASCUAL et al., 2001).

No Brasil, L. alba N.E. Brown (HELDWEIN et al., 2014) e L. geminata H.B.K.
sdo usadas como sedativas e anestésicas. No Senegal a L. chealieri Moldenke é tomada
como ché estimulante, enquanto na Nigéria os relatos afirmam gque a mesma infusao é

bebida como um remédio sedativo e relaxante (PASCUAL et al., 2001).

A espécie Africana L. multiflora Moldenke e a L. alba N.E. Brown séo usadas
no tratamento da hipertensao arterial, comprovado através de estudos que indicam ser 0s
principais componentes quimicos de Oleos volateis 0s responsaveis por exercer
propriedades hipotensoras na resolucdo de doengas cardiovasculares, inclusive
contribuindo com a inibicdo da oxidacdo do LDL (BASTOS et al., 2010). Na
Guatemala, a L. dulcis Trevir, a L. micromera Schau. e a africana L. nodiflora Michx.
sdo utilizadas como diuréticas. No Meéxico, a decoc¢do de L. graveolens H.B.K.

também é tida como um eficaz tratamento contra o diabetes (BOWER et al., 2014).

No Brasil e América Central, L. alba N.E. Brown, L. dulcis Trevir., L. geminata
H.B.K., L. graveolens H.B.K., L. grandis Scham. e L. nodiflora Michx. sdo utilizadas
para corrigir distirbios menstruais. Varias espécies mexicanas de Lippia exibem
atividade abortiva e de anti-fertilidade. Isto é especialmente comprovado para L. dulcis
Trevir. e L. graveolens H.B.K. A maioria dos autores associam essas atividades com a
quantidade relativamente elevada de monoterpenos toxicos: canfora, p-cimeno e bornilo
de etilo (THOLL, 2006).

De acordo com Pascual et al. (2001), em sua revisdo bibliografica sobre o género
Lippia, as espécies encontradas no Brasil sdo: L. alnifolia Schauer, L. grata Schauer, L.
microphylla Cham., L. origanoides H.B.K., L. alba N.E. Brown, L. pseudo-thea

Schauer, L. sidoides Cham. e L. thymoides Martius e Schauer.

O género Lippia tem sido um dos mais estudados do ponto de vista quimico
desde a década de 90, com varios trabalhos sobre espécies brasileiras. Um bom exemplo

é a espécie L. alba N. E. Brown, popularmente conhecida como “erva-cidreira”, nativa
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do nordeste brasileiro e bastante cultivada, cujas atividades farmacologicas foram muito
estudadas demonstrando grande potencial na producdo de fitomedicamentos. Ensaios
farmacoldgicos com componentes presentes nos 0leos essenciais das folhas de L. alba
comprovaram efeitos antiulcerogénico, sedativo, ansiolitico, analgésico, espasmolitico e
antibacteriano, sem que nenhum efeito toxico tenha sido verificado em animais tratados
com essa planta (HEINZMANN; BARROS, 2007; VALE et al., 1999).

Foi verificado efeito inibitorio dos 6leos essenciais obtidos a partir de L. alba e
L. citriodora sobre quatro sorotipos de virus da dengue. O 6leo parece penetrar na pele e
atuar dentro da célula bloqueando a replicacdo viral, sugerindo que o uso topico pode
ser explorado para a prevencdo da infeccdo pelo virus através da picada do mosquito
vetor (OCAZIONEZ et al., 2010; SILVA et al., 2008). Carvalho et al. (2003) ainda
apontaram atividade larvicida do 6leo essencial de outras espécies importantes, a L.
gracilis e a L. sidoides, contra o Aedes aegypti, vetor de doencas como dengue, febre
amarela e chicungunha, responsaveis por um elevado nimero de morbidade e
mortalidade em todo o mundo. Adicionalmente, o dleo essencial de L. citriodora e L.
sidoides apresentou efeito sobre formas promastigotas de Leishimania chagasi e formas
promastigotas e amastigotas de Leishimania amazonenses (MEDEIROS et al., 2011).
Esses efeitos associados a sua baixa toxicidade em células de mamiferos, caracterizam
0s 6leos dessas espécies como um promissor agente para o tratamento de leishmaniose
cutanea (ESCOBAR et al., 2010).

Além das propriedades medicinais, algumas espécies de Lippia tém sido
utilizadas no reflorestamento de regibes de minério que foram desativadas ou
abandonadas, apresentando-se de grande importancia para a protecdo do solo ao evitar o
processo de erosdo em comunidades associadas com afloramentos rochosos. Na
Venezuela, por exemplo, L. origanoides Kunth tem sido utilizada como espécie pioneira
na alternativa de reflorestamento de areas afetadas pela industria mineradora de ferro,
uma vez que esta se apresenta adaptada a solos extremamente acidos, pedregosos e com

baixa concentracdo de matéria organica (SARRAZIN et al., 2015).

Apesar das espécies descritas apresentarem variadas utilidades na medicina
popular, ainda ndo foram esgotadas todas as possibilidades de estudo, além do que e
ainda ndo foi comprovado cientificamente o potencial bioldgico de outras espécies do

género nao citadas.
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3.3 Consideragdes sobre e a espécie Lippia alnifolia

A espécie Lippia alnifolia, também conhecida como ‘“alecrim-do-mato”,
"pedrécio” ou "alecrim-de-vaqueiro”, é considerada uma planta rara e endémica da
Caatinga, encontrada com maior incidéncia no estado da Bahia (AGRA; FREITAS;
BARBOSA-FILHO, 2007). Ocorre em local com exploracdo agricola, agropecuéria e
garimpeira, sujeita a situacGes de ameaca de extingdo, bem como em area de protecao
ambiental (SALIMENA et al. 2010). As degradacdes induzidas pelo homem s&o
causadas por atividades antropicas, como exploracdo de recursos vegetais nativos,
abertura de pastagens, queimadas, garimpo e turismo, verifica-se uma tendéncia de
declinio progressivo na qualidade e perda do seu habitat (GARIGLIO et al., 2010).

Quanto as caracteristicas morfoldgicas a espécie apresenta-se em forma arbusto
de até 2,5 m de altura, possui folhas coriaceas, aromaticas, rugosas e flores rosadas. E
encontrada em afloramentos rochosos de campos rupestres, em altitudes de 1000 a 1500
m. Floresce em marco e julho e frutifica em julho (AGRA; FREITAS; BARBOSA-
FILHO, 2008).

As folhas de Lippia alnifolia sdo empregadas no uso popular como antisséptico
topico contra dermatite e caspa, antisséptico oral e em infeccbes vaginais. Pesquisas
realizadas evidenciam sua atividade antisséptica e antimicrobiana contra diversos
agentes infecciosos (PINTO et al., 2013). Também foi demonstrado atividade

antinociceptiva por mecanismo central do 6leo essencial de Lippia alnifolia.

Informacgdes colhidas na medicina popular tém sido utilizadas como ferramenta
para busca de possiveis plantas de interesse farmacoldgico na terapéutica. Com a
espécie L. alnifolia, utilizada popularmente no tratamento de infec¢bes cutaneas,
vaginais e de boca, foram realizadas pesquisas demostrando evidéncias cientificas que
corroboram para o uso tradicional dessa espécie como agente anti-séptico no tratamento
de doencas infecciosas por apresentar atividade antimicrobiana do seu 6leo contra
bactérias e fungos (PINTO et al., 2013; CONCEICAO; GIULIETTI, 2002). Esta acio
foi atribuida aos constituintes quimicos encontrados no LAO, que pode ter sua
composi¢do alterada por varios fatores, mas, no geral, 0 composto majoritario

encontrado nessa mistura complexa é a carvona (MATOS et al., 2000).
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3.4 Oleos Essenciais

De modo geral, os 6leos essenciais, também conhecidos como 6leos volateis,
Oleos etéreos ou esséncias, sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
comumente odoriferas e liquidas. De origem natural, geralmente apresentam sabor acido
e picante, aroma forte, coloragdo incolor, e tendem a serem estaveis. A 1SO
(International Standard Organization) define os Oleos essenciais, como sendo 0s
produtos obtidos de partes de plantas por meio da destilacdo por arraste de vapor
d’agua, bem como os produtos obtidos por prensagem dos pericarpos de frutos citricos

(CAVALEIRO, 2007).

A designag¢do de “0leo” ¢ devida a algumas caracteristicas fisico-quimicas
como, por exemplo, a de serem geralmente liquidos de aparéncia oleosa a temperatura
ambiente. Sua principal caracteristica, contudo, consiste na volatilidade, que o difere
assim dos Oleos fixos, e no aroma agradavel e intenso da maioria dos 6leos volateis,
sendo por isso, também chamados de esséncias. S@o ainda sollveis em solventes
organicos apolares, como o éter, recebendo, por isso 0 nome de Oleos etéreos, e
possuem uma solubilidade limitada em agua, mas suficiente para aromatizar essas

solugBes que sdo denominadas de hidrolatos (SIMOES et al., 2010).

Os oOleos essenciais sdo formados por componentes complexos oriundos do
metabolismo secundario de plantas aromaticas, desempenhando importante funcdo de
manutencdo da vida. Embora o metabolismo secundario nem sempre seja necessario
para que uma planta complete seu ciclo de vida, ele esta associado a vérias funcGes
essenciais a sobrevivéncia do vegetal em seu ecossistema, exercendo papel fundamental
na defesa contra microorganismos e predadores, e na atracao de insetos e outros agentes
fecundadores (MACHADO; FERNANDES, 2011). Na natureza, os metabdlitos
secundarios podem atuar como protetores contra herbivoros, bem como apresentar agdo
inseticida, antibacteriana, antiviral e antifungica, na interacdo das plantas com o meio
ambiente, desempenhando funcdo de adaptacdo e atividade farmacoldgica
(BOURGAUD et al., 2001).

Quanto a composicdo dos 6leos essenciais, em sua maioria sdo constituidos
quimicamente de substancias terpénicas e fenilpropandides, acrescidos de moléculas

menores de cadeia curta como: acidos organicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos,
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cetonas, cumarinas, ésteres, éteres, fenois, furanos, lactonas, dxidos, peroxidos e até
compostos com enxofre presentes na mistura em diferentes concentragfes, bem como
alcaldides, compostos fendlicos, flavonoides e tantos outros. Os 0leos essenciais
juntamente com os compostos fendlicos, outro metabdlito secundario, estdo entre 0s

mais importantes produzidos por plantas aromaticas (SARTORATTO et al., 2004).

Dentre os constituintes terpénicos dos dleos essenciais, 0s mais prevalentes sdo
0S monoterpenos e sesquiterpenos, enquanto 0s outros terpenos sdo componentes de
balsamos, resinas, ceras e borrachas. E possivel ressaltar que as substancias majoritarias
encontradas nos 6leos essenciais nem sempre sao 0S componentes responsaveis pelas
propriedades que estes demonstram (FIGUEIREDO et al., 2008). Os terpenos sdo
descritos como detentores de uma variedade consideravel de propriedades bioldgicas,
entre estas se destacam a acdo antimicrobiana, antiparasitaria, antiviral, fungicida
(propriedades de grande importancia na indicacdo dos 6leos volateis contra uma grande
variedade de organismos, incluindo bactérias, virus, fungos, insetos, protozoarios e
moluscos), antinociceptiva, anti-hiperglicémica, anti-inflamatdria e antiespasmodica
(EDRIS, 2007).

De acordo com a familia a que pertencem, as diversas espécies de plantas
aromaticas acumulam esses elementos volateis em 6érgdos anatdmicos especificos. Do
ponto de vista de exploracdo da biodiversidade vegetal, quando esse 6rgdo representa
um substrato renovavel (exemplo: resina, folha, flor, fruto, semente), é possivel extrair-
se a esséncia sem eliminar a planta. O mesmo ndo pode ser dito quando estes se
encontram nas cascas, troncos e raizes. A composicdo do 6leo essencial de uma espécie
particular de planta pode diferir entre as épocas de colheita e as origens geograficas. No
geral, essas plantas ficam localizadas em paises de clima temperado ou quente
(BAKKALI et al., 2008).

O uso dos 6leos essenciais como agentes medicinais € conhecido desde a remota
antiguidade. Ha registros pictoricos de 6.000 anos atras, entre os egipcios, de praticas
religiosas associadas a cura de males e a busca do bem estar fisico, através dos aromas
obtidos de partes especificas de certos vegetais. As substancias aromaticas também ja
eram populares nas antigas China e india, centenas de anos antes da era cristd, quando
eram incorporadas em incensos, po¢oes e varios tipos de acessorios, usados diretamente

sobre o corpo. Foi a partir da Idade Média que se iniciou a real comercializacdo de
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materiais aromaticos introduzido pelos cientistas mugulmanos, através do processo de
destilacdo (FRANZ, 2010).

Desta forma, ha séculos os Oleos essenciais sdo amplamente utilizados na
perfumaria e producdo de cosméticos e farmacologicamente com fins medicinais.
Atualmente, sdo empregados na fabricacdo medicamentos e produtos sanitarios, bem
como na odontologia, na agricultura e como conservantes e aditivos para alimentos.
Além disso, também s&o aplicados em terapias alternativas, como na aromoterapia, no
qual se utiliza das esséncias por meio de inalacdo para curar, abrandar ou prevenir
doencas, 0 que tem estimulado a procura por substancias biologicamente ativas e

eficazes especialmente sobre microrganismos (EDRIS, 2007).

Outro aspecto importante é que pelo fato de serem naturais e biodegradaveis 0s
Oleos essenciais geralmente apresentam baixa toxicidade aos mamiferos e podem atuar
sobre vérias moléculas-alvo ao mesmo tempo, quando comparado a farmacos sintéticos,
tornando-se substancias chaves para a pesquisa de novos medicamentos. Ainda assim,

faz-se necessério conhecer o potencial citotoxico de 6leos essenciais (FRANZ, 2010).

Por serem tipicas moléculas lipofilicas, os 0leos essenciais sdo capazes de
permear a estrutura de polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidios da membrana
plasméatica, e atuarem sobre organelas ou vias metabolicas citoplasmaticas dos
microorganismos. Portanto, a citotoxicidade de 6leos volateis pode estar relacionada aos
danos ocasionados na membrana plasmatica ultrapassada (HEINZMANN; BARROS,
2007).

Dentre as funcbes bioldgicas que os 6leos essenciais desempenham, ja foram
relatadas atividades antioxidante, anti-inflamatdria, analgésica, anticancerigena,
antifangica, antibacteriana, larvicida, fungicida, entre outras. Também sdo descritos
efeitos antidepressivos, ansioliticos, sedativos, anticonvulsivos, hipnéticos, relaxantes
musculares e anestésicos. Alguns metabdlitos secundarios exercem suas funcdes pela
similaridade com produtos enddgenos, receptores, hormdnios, moléculas da transdugéo
de sinais ou neurotransmissores, e por isso possuem efeito benéfico no ser humano
devido a sua semelhanga com moléculas dos sistemas nervoso central, cardiovascular,
respiratorio, endocrino, etc. (FIGUEIREDO et al., 2008).

Quanto aos 6leos essenciais de espécies do género Lippia podemos destacar 0s
da Lippia dulcis, que teve as atividades antiespasmadica, anti-histaminérgica e anti-
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colinérgica sobre bronquios de porcos evidenciada em bioensaio, 0 que apoia a
utilizacdo racional na medicina popular dos extratos e da planta in natura para o
tratamento de broncoespasmo (GORNEMANN et al., 2008).

Continuando a exemplificar, os principais componentes do 6leo essencial da
Lippia microphylla foram responsaveis pela reducdo da atividade contratil do musculo
liso do estbmago e veia porta de cobaias e ileo e traqueia de ratos, do aumento do
transporte mucociliar em traqueia de camundongos, além do vasorelaxamento do ténus
espotaneo de artérias aorta e mesentérica de ratos por bloqueio do influxo de célcio
através da membrana (RODRIGUES et al., 2011).

3.5 Consideracdes sobre a espécie Cavia porcellus

A cobaia, Cavia porcellus, popularmente conhecida como “porquinho da india”
ou “prea”, € um roedor originario da América do Sul, mais precisamente dos Andes, e
foram trazidos do Peru e introduzidos na Europa pelos espanhdis no século XVII,
levados por marinheiros como mascotes com o propdsito de domesticacao e exposicao,

sendo aproveitados, anos depois, como animais de laboratério (RIVERA, 2002).

Em liberdade, as cobaias vivem diretamente no solo em grupos reduzidos de 5 a
10 individuos de ambos os sexos ou alojadas em colénias. Sao estritamente herbivoros e
comem a maioria dos tipos de grdos, verduras e pasto, geralmente saem ao anoitecer
para se alimentar e os filhotes ja se alimentam com solidos a partir do segundo dia de
vida (SOUZA, 1996).

Se manejada corretamente a cobaia é o animal mais ddcil e inofensivo utilizado
na experimentacao, que raramente morde ou arranha, porém sdo muito susceptiveis a
estimulos estressantes como auséncia de abrigo, de aimentacao e de espacgo no cativeiro,
tornando-as nervosas e agitadas, afetando asatividades de reproducdo, locomocédo e
convivio social. A cobaia € manipulada com facilidade, contendo-a pelo tronco com
uma das maos, enquanto apdia as patas posteriores com a outra, evitando apertar o torax
devido a sua fragilidade (LAPCHIK; MATTARAIA, 2009).

O macho atinge a puberdade em 30-40 dias e as fémeas entre 55-70 dias. O ciclo
estral varia entre 15 a 17 dias, 0 estro é espontaneo, dura cera de 8 h e ocorre geralmente

a noite. Nao foram encontradas evidéncias de sincronizacdo do estro em fémeas
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mantidas na mesma gaiola. A gestacdo é longa quando comparada a de outros roedores,
durando cerca de 67 dias, o nimero de filhotes varia de 2 a 4. Os filhotes sdo precoces,
ja nasem com olhos abertos, com presenca de dentes e pelos (FEIJO; BRAGA,
PITREZ, 2010).

As cobaias sdo animais de grande valor para pesquisa, considerada uma espécie
convencional de animal de laboratério, devido a grande semelhanga com os tecidos e
6rgdos humanos e a variedade de experimentos nos quais podem ser utilizadas. Entre as
caracteristicas que a tornam uma excelente escolha como modelo comumente utilizada
em laboratdrio estdo a facilidade de manipulacdo pela docilidade, a maturidade dos seus
filhotes ao nascer e por ndo produzirem excretas de odor tdo forte como as de outros
roedores. S&o amplamente utilizados nos campos da nutricdo, farmacologia,
imunologia, alergologia e radiologia. E importante nos laboratérios de produtos
bioldgicos para provas de toxicidade, DLs (dose letal 50%) e outras provas de controle
de qualidade (RIVERA, 2002).

3.6 A Traqueia e o Musculo Liso Traqueal

O sistema respiratério € composto pelos tratos respiratorios superior e inferior
sendo estes responsaveis pela ventilacdo, que é o movimento de entrada e saida do ar
pelas vias aéreas. O trato respiratdrio superior, formado pelo nariz, seios paranasais,
faringe, tonsilas, adenoides, laringe e traqueia, filtra e aquece o ar inspirado, e o trato
respiratdrio inferior, formado pelos pulmdes, realiza as trocas gasosas que compreende
a entrega de oxigénio para os tecidos, através da corrente sanguinea, e a excrecdo de
diéxido de carbono pela expiracdo (LEFF; SCHUMACKER, 1993).

A traqueia é um 6rgdo tubular oco que se localiza ventralmente ao esdfago e se
estende da laringe para formar caudalmente os dois principais bronquios (os bronquios
primarios), cada um deles penetrando nos pulmdes direito e esquerdo. Essa estrutura
tem aproximadamente 6 a 15 cm de comprimento e 1,5 a 2 cm de didmetro no homem
adulto, contendo 15 a 20 estruturas cartilaginosas rigidas hialinas em forma de C que

sdo fundamentais para a manutencéo de sua forma (WEST, 1992).

O diametro do canal varia ligeiramente conforme o estado de contracdo ou

relaxamento dos muasculos das paredes, controlados de maneira involuntaria e
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inconsciente pelo sistema nervoso autbnomo, de modo a adaptar a passagem de ar as
necessidades de cada momento. Deste modo, o comprimento e o didmetro da traqueia
variam ligeiramente em conformidade com 0s movimentos respiratérios (LEFF;
SCHUMACKER, 1993).

Na face voltada para o esdfago ndo existem anéis cartilaginosos e sim tecido
muscular composto por uma camada de feixes de fibras lisas com ramificagdes minimas
e orientacdo transversal. Esses anéis sdo separados por espacos interfasciculares de
dimensGes variadas contendo colageno, elastina, fibroblastos, axénios, vasos sanguineos

e mastocitos, podendo também ser encontrado musculatura lisa (WEST, 1992).

O mausculo liso tem essa denominacdo pela auséncia de estriagbes como as
existentes nos musculo esquelético e cardiaco. Ele é encontrado forrando a parede de
varios 6rgdos no corpo humano como, por exemplo, vasos sanguineos, estdmago,
intestinos, bexiga, Utero e vias aéreas. O masculo liso presente na traqueia € o principal
efetor no controle do calibre dessa via e na resisténcia a passagem de ar, regulando o
tdnus broncomotor, por isso torna-se crucial a presenca de um estado de equilibrio entre
o estimulo de contracdo e relaxamento. O controle da atividade contratil do musculo liso
pode ser efetuado por uma variedade de fatores como hormonios, drogas, estiramento,
além de marcapasso, no entanto, é realizado predominantemente o controle neural do
masculo liso pelo sistema nervoso autbnomo através da estimulacdo adrenérgica e
colinérgica (HAKONARSON; GRUNSTEIN, 2003).

Semelhante ao musculo esquelético, o musculo liso é formado por filamentos
contréteis, actina e miosina (principal componente do filamento grosso) e filamentos
ndo contrateis. No musculo liso é encontrada a miosina-1l que possui duas cadeias
pesadas e quatro cadeias leves, com atividade ATPase lenta. A actina compfe 0s
filamentos finos e esta associada a tropomiosina, a caldesmon (CaD) e a calponina
(CaP). A tropomiosina esta colocada entre duas helices de actina e é responsavel por
modificar a atividade ATPase da juncdo actomiosina. A caldesmon é uma proteina que
direciona e estabiliza o acoplamento actomiosina, podendo atuar também como
inibidora da atividade ATPase da actomiosina, impedindo o0 movimento do filamento de
actina. A calponina tem uma funcéo similar a caldesmon, diferindo no sitio de ligacéo
(CaD — dominios terminais; CaP — dominio central), contudo, pode ser fosforilada pela
Proteina quinase C (PKC) levando a perda dessa funcéo. A calmodulina (CaM) € uma

proteina que apresenta quatro sitios de ligacdo para o calcio e compde o papel de
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receptor intracelular. Ela tem varias fun¢Ges no musculo liso, destacando-se a de ativar
os ciclos de pontes cruzadas (MARTHAN, 2004).

As patologias que acometem o sistema respiratdrio incluem doengas
relacionadas ao pulméo, a cavidade pleural, brénquios, traqueia, vias aereas superiores,
nervos e musculos da respiracdo, sendo o musculo liso um dos principais alvos para o
desenvolvimento dessas fisiopatologias. Como exemplo dessas doencas temos a
pneumonia, hipertensdo arterial pulmonar, asma e Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica
(DPOC). Dentre estas, a asma e DPOC (compreendendo bronquite crénica e enfisema
pulmonar) estdo entre as doencas crénicas mais comuns em todo o mundo e ha indicios
de que a prevaléncia delas deve aumentar nos proximos anos (PAULUHN; MOHR,
2005).

Hoje se sabe que a contracdo do musculo liso das vias aéreas é o fator chave
para a manifestacdo do sinal mais classico da asma e da DPOC: o aumento da
resisténcia a passagem do ar expirado. Essa resisténcia é decorrente da obstrugdo parcial
das vias aéreas deflagrada por um estimulo ndo especifico, como exercicio fisico,
mudancas bruscas de temperatura do ambiente, exposicdo a alérgenos variados, que
estimulam a liberacdo de acetilcolina, histamina, prostandides e outros mediadores
enddgenos ativando seus respectivos receptores farmacoldgicos, dando origem a
eventos de sinalizagdo intracelular que culminam com a contracdo deste musculo
(PAULUHN; MOHR, 2005).

A terapia clinica sintomatica de estados fisiopatolégicos tais como asma, alergia
e inflamacdo, é realizada objetivando a broncodilatacdo, uma vez que, nas fases aguda e
cronica, tais estados caracterizam-se por uma broncoconstricdo excessiva
(SANDERSON et al., 2008).

3.7 Contragao e Relaxamento do Musculo Liso

Tanto a contracdo quanto o relaxamento no musculo liso estdo relacionados,
respectivamente, com o aumento e a diminui¢do da concentracdo citoplasmatica de
calcio (Ca*"), proveniente tanto do meio intracelular quanto do extracelular. Para isto
ocorrer é necessario haver um estimulo que resulte no evento contrétil, acoplamento

excitacdo-contracdo, provenientes de mecanismos que envolvem o potencial
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transmembrana (acoplamento eletromecénico) ou a ativacdo de receptores através de
agonistas (acoplamento farmacomecanico) ou por esses dois mecanismos juntos. O
resultado final do processo de contracdo da célula muscular lisa é a ativacdo mecénica

das proteinas contrateis miosina e actina (WEBB, 2003).

O que determina se serdo utilizadas fontes intracelulares e/ou extracelulares de
Ca’* para a contragdo do musculo liso é o tipo de estimulo utilizado. Fontes
extracelulares dependem da despolarizacdo da membrana e as intracelulares do estimulo
de agonistas. A principal fonte de calcio intracelular (Ca?*;) é o reticulo sarcoplasmatico
(RS), através da ativacdo dos receptores de IP; (IPsR), e a fonte de Ca** extracelular é o
liquido intersticial, onde o influxo de Ca®* se deve & presenca na membrana plasmética
dos canais especificos para Ca’* aberto por voltagem de (Cay). A concentragdo do Ca**
no meio celular se altera em resposta a uma diversidade de sinais ativando um vasto
nimero de moléculas efetoras a desencadeando a contracdo (SANDERSON et al.,
2008).

O acoplamento eletromecéanico € originado a partir da estimulacdo elétrica,
aumento na concentracdo extracelular de potassio (K*) e diminuicdo intracelular de
sddio (Na*), ou ativacio dos canais i6nicos da membrana plasmatica dependentes de
estiramento, que ao atingir o limiar excitatério dispara o potencial de acéo, levando a
uma mudanga no potencial de membrana (Vm). Como resultado temos o aumento do
influxo de Ca®* por meio da abertura em especial dos Ca,, favorecendo a ligacéo do
Ca®* a calmodulina (CaM). O complexo originado dessa juncdo, calcio-calmodulina
([(Ca®")s-CaM]), ativa a cinase da cadeia leve da miosina (MLCK) a fosforilar a cadeia
leve da miosina (MLC), liberando energia em forma de ATP, que promove a interacao
das pontes cruzadas e o deslizamento entre os filamentos de actina e miosina através da
atividade da ATPase da miosina, conduzindo assim a contracdo (SOMLYO; SOMLYO,
1990).

O mecanismo famacomecéanico da contracdo envolve varios agonistas
(horménios, neurotransmissores, etc.) promovendo a liberagdo de Ca®* via mensageiros
secundarios intracelulares. Os agonistas se ligam a receptores de membrana acoplados a
proteina G aumentando a atividade da fosfolipase C (PLC) que, por seguinte, ativa a
producdo de dois segundos mensageiros potentes oriundos dos lipidios de membrana,
1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) e do diacilglicerol (DAG). O IP; liga-se a seu receptor

IPsR no RS permitindo a liberagéo de Ca®* dos estoques intracelulares, o que favorece a
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formacao do complexo [(Ca?*),-CaM], disparando o inicio do mecanismo contrétil. Ja o
DAG, juntamente com o Ca®*, ativa a proteina quinase C (PKC). O aumento do influxo
de Ca** através da abertura dos canais Ca**, induz a liberacéo de mais Ca®* através dos
canais de rianodina presente na membrana do RS (Figura 1) (MITCHELL, 2009).

A elevacdo da concentracdo do Ca?*; é passageira, dependente da fosforilacio
da MLC, e a resposta contratil é mantida por um mecanismo sensibilizacdo de Ca*
promovido pela inibicdo da miosina-fosfatase, através da Rho-quinase (Rho-K), enzima
alvo da Rho (proteina monomérica G), cuja ativagédo favorece a contragdo, enquanto que
sua inibicdo induz o relaxamento em segmentos isolados de musculo liso contraidos por
diferentes agonistas (SOMLYO; SOMLYO, 1994). Quando a Rho, proteina de ligacao
ao trifosfato de guanosina (GTP), ultrapassa a membrana na célula e ativa a Rho-K, esta
fosforila e inativa a fosfatase de cadeia leve de miosina (MLCP), promovendo assim um
aumento do tempo de contracdo por acumulo em rede de cadeias leves de miosina
fosforiladas (MBIKOU et al., 2011).

Figura 1. Regulacdo da contracdo do musculo liso. Fonte: Webb, 2003.
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O relaxamento do musculo liso ocorre tanto pela remoc¢édo do estimulo contratil
quanto pela acdo direta de uma substdncia que iniba o mecanismo contrétil, por
exemplo, varios subtipos de fosfatases ou ativacdo da guanilil ciclase pelo 6xido nitrico
(NO), monoxido de carbono ou peptidio natriurético atrial. Todos esses processos
envolvem a reducdo dos niveis intracelulares de Ca®* e o aumento na atividade da
MLCP promovendo a remogdo do monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) ou do
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) (Figura 2) (L1U, 2009).

Figura 2. Relaxamento do musculo liso. Fonte: Webb, 2003.
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Os canais de membrana através dos quais ocorre a entrada de Ca** do meio
externo foram subdivididos em canais de Ca** operados por voltagem (VOCCs), canais
de Ca®* operados por receptor (ROCCs), canais para Ca’* operados por estogues
(SOCCs), canais para Ca’" ativados por estiramento e canais para Ca®* tipo L
(MARTHAN, 2004).

Varios sdo os mecanismos de remocdo do Ca®* citosélico que envolvem

diretamente a membrana do citoplasma e a do RS. Como exemplo podemos citar a
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proteina Ca**-Mg®*-ATPase que, quando fosforilada, liga-se a dois fons Ca** e os
transportam para a face luminal do reticulo ou para fora da célula muscular (WEBB,
2003). O aumento da extrusdo ou do sequiestro de Ca** pelo RS presumivelmente se da
pela: fosforilagdo das bombas de Ca** dependentes do GMPc; aumento da atividade do
trocador Na*/Ca*"; a fosforilacdo das pontes cruzadas e o aumento das concentragdes
celulares de AMPc, levando ao aumento da probabilidade de abertura de canais de
potéssio ativados por célcio (KCa) e canais de potéssio ativados por ATP (KATP); o
aumento de GMPc, levando a abertura de canais de K*, ambos produzindo
conseqiientemente hiperpolarizacdo, que reduz a entrada de Ca** pelos canais tipo L
(HIROTA; HELLI; JANSSEN, 2007).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Material Botanico

A espécie Lippia alnifolia Schauer foi coletada em seu habitat natural, em Feira
de Santana no Estado da Bahia, sobre o numero K000017050 da exsicata, com 0
registro da data da coleta, localizacdo geografica das espécies, condi¢cdes climaticas e
demais observacOes que foram julgadas relevantes (Figura 3). O material boténico foi
depositado no Herbéario da Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS) e

identificado pela Profa. Dra. Tania Regina Silva.

Foi utilizado o 6leo essencial obtido das folhas da espécie Lippia alnifolia
Schauer, previamente processados e fornecidos pelos colaboradores do Laboratdrio de
Quimica de Produtos Naturais e Bioativos (LAPRON), da UEFS, chefiados pela Dra.

Tania Regina Silva.

Figura 3. Exsicata da espécie Lippia alnifolia Schauer.
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4.1.2 Animais

Foram utilizadas para os ensaios de avaliagdo da atividade espasmolitica in vitro
em traqueia, quarenta cobaias (Cavia porcellus) adultas, de ambos os sexos, pesando
entre 300 e 500 g, todas procedentes do Biotério Central da UNIVASF. Antes dos
experimentos os animais foram mantidos em caixas adequadas contendo maravalha e
sob rigoroso controle alimentar com uma dieta balanceada a base de ragdo tipo
“pellets”, com livre acesso a agua, com ventilagdo e temperatura (22 = 1°C) controladas
e constantes, submetidos diariamente a um ciclo claro-escuro de 12 h, sendo o periodo
claro das 06:00 as 18:00 h. Todos os experimentos foram realizados no periodo de
07:00 as 20:00 h.

4.1.3 Aspectos éticos

Todos o0s experimentos previstos neste trabalho foram executados de acordo com
os principios éticos de experimentacdo animal do Comité de Etica em Experimentac&o
Animal da UNIVASF (CEUA-UNIVASF) e do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA) apds sua submissdao pelo protocolo de n°
0002/181113 para o julgamento da utilizacdo de animais de laboratério no modelo

experimental proposto, tendo parecer favoravel (ANEXO).

4.1.4 Substancias e Sais

Quadro 1 — Substancias, sais e seus fornecedores.

SUBSTANCIAS FORNECEDORES
Glicose (CgH1206) Labsynth, Brasil
Sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSQO,4.7H,0) Proquimios,
Bicarbonato de sédio (NaHCO3) Brasil

Cloreto de potéassio (KCI) Dinamica, Brasil
Cloreto de célcio di-hidratado (CaCl,.2H,0) Isofar,




41

Fosfato de potassio hidratado (KH,PO4.H,0) Brasil
Cloreto de sddio (NaCl) Vetec,
Alcool Etilico (C.HsO) Brasil

Cremofor EL

Sigma-Aldrich™,

Histamina USA.
Indometacina Hipolabor,
TEA Brasil
Propranolol Merck,
Glibenclamida Brasil

L-NAME Unido Quimica,
Carbacol Brasil
4-Aminopiridina Fluka

Dexametasona

Riedel-de Haén, Germany

Todas as substancias foram solubilizadas em agua pura ou, quando ndo foi

possivel, em solventes adequados indicados pelos seus fabricantes, desde que esses nao

fossem toxicos em demasia para o 6rgao isolado usado neste estudo.

Todos os agonistas e bloqueadores utilizados também foram dissolvidos de

acordo com a recomendacdo do fabricante e mantidos em solugdes estoque a

temperatura de -20 °C, sendo a diluicdo necessaria realizada em agua destilada no

momento do experimento.

4.1.5 Solugdes Nutritivas

Para os experimentos de contracdo e relaxamento do musculo liso de traqueia,

utilizou-se solucéo nutritiva de Krebs, aerada com mistura carbogénica (95 % de O, e 5

% de CO,) e mantida a temperatura constante de 37 + 1 °C. O pH era ajustado para

valores entre 7,2 e 7,4 com solugdo de HCI ou NaOH (1N). A composicao desta solugéo

esta descrita a seguir (Tabela 1).
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Tabela 1. Composic¢éo da solugédo Krebs.

Substancias Concentracéo (mM)
NaCl 118
KCI 4,6
MgS0O,4.7H,0 57
KH,PO4.H,0 11
CaCl,.2H,0 2,5
Glicose 11
NaHCO3 25

4.1.6 Aparelhos

Para o registro das contracBes isotbnicas 0s segmentos dos 6rgdos isolados
foram suspensos em cubas (10 mL) de um sistema de banho para érgdos isolados
modelo EFF-321 (Insight® Instruments, Brasil). Para 0 monitoramento das contrages
isotdnicas foram utilizados transdutores de forca modelo TROO015 (Panlab®, S.L.,
Espanha) acoplados a um amplificador de forca do tipo “bridge system” (Insight®
Instruments, Brasil), conectado a um computador, onde foram observados e

armazenados 0s registros de contracdo e relaxamento através do software DATAQ.

Para afericdo do pH das solu¢6es nutritivas foi utilizado um pHmetro digital de
bancada modelo pH250 (Policontrol®, Brasil). Todas as substancias foram pesadas em
balanca analitica modelo FA2104N (Celtac®, Brasil) ou semi-analitica modelo
MARK300 (Bel®, Brasil) e os animais em balanga comum modelo 9094C/4 (Toledo®,
Brasil).

4.1.7 Preparacao do 0leo para os ensaios farmacoldgicos

O 6leo foi solubilizado em cremofor e diluidos em agua destilada (pH 7,0) para
obtencéo da solucdo estoque (10 mg/mL) que foi armazenada em um “freezer” entre -18
e -20 °C. A concentracao final de cremofor na cuba nunca excedeu 0,01 % (V/V), nesta

concentragdo o cremofor é desprovido de efeito contratil ou relaxante. No momento da
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realizacdo dos ensaios experimentais esta solucéo foi diluida de acordo com a exigéncia

de cada protocolo experimental.

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacéo do experimento in vitro em traqueia de cobaia

As cobaias foram eutanaziadas por deslocamento cervical seguida por seccdo
dos vasos cervicais, sendo o torax aberto e dissecado, com a traqueia retirada e
adicionada a uma placa de Petri com solucgéo de Krebs aerada com mistura carbogénica,
para a realizacdo da limpeza de todo o tecido conjuntivo e adiposo. O 6rgéo foi dividido
em 4 segmentos contendo de 4 a 5 anéis cartilaginosos cada, conectados a transdutores
de forca através de linhas de algoddo, com o auxilio de hastes de aco inoxidavel, e
foram suspensos individualmente em cubas de vidro (10 mL) de um banho de 6rgaos
contendo solugéo nutritiva de Krebs preparada no dia do experimento, a 37 °C e aerada

com carbogéncio.

As contracdes isotbnicas foram registradas através de transdutores de forca
conectados a um amplificador, que por sua vez foi conectado a uma placa conversora

analdgico/digital instalada em um microcomputador executando o programa WinDag.

Foram utilizados para cada protocolo experimental um n de 5 animais e os dados
obtidos dos registros foram plotados em curvas concentracao-resposta e estas ajustadas
por regresséo ndo linear no software Prism 5 for Windows (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, EUA), para obtencdo do valor da Clsy (concentragdo do 6leo capaz de
inibir 50% de seu efeito maximo) servindo como parametro de poténcia relativa de uma
amostra, que ¢é definido como a razdo entre as concentragdes necessarias para alcangar o
mesmo efeito; e 0 Emax (valor médio, em percentagem, do efeito méximo obtido pelo
0leo em relacdo ao maior valor possivel num dado tecido) servindo como parametro de

eficécia relativa de sua amostra.
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4.2.2 Avaliacdo da atividade espasmolitica in vitro em traqueia de cobaia

A traqueia foi montada como descrito anteriormente no item 4.2.1, e os tecidos
foram deixados em repouso por 60 minutos, sob uma tensdo de 1 g a 37 °C e aeragdo
constante com mistura carbogénica, sendo a solucdo de Krebs substituida a cada 15
minutos. Apds o periodo de estabilizagdo uma primeira contracdo foi induzida pela
adi¢dao em cada cuba de um dos agonistas: carbacol (CCh) a 1 uM, histamina (HIS) a 1
uM ou cloreto de potassio (KCI) a 60 mM, sendo a solugdo nutritiva do 6rgéo

substituida ap0s atingir a contracdo maxima e apos 15 minutos de repouso.

Apbs o tecido estar estabilizado, uma segunda contracdo foi induzida com o
mesmo agonista na mesma concentragdo, e durante o componente ténico dessa foi
adicionado individualmente o 6leo de Lippia alnifolia (LAO), de maneira cumulativa
em concentragdes crescentes (1 a 729 pg/mL). Os relaxamentos foram expressos como
a percentagem reversa da tensdo maxima inicial induzida pela adicdo do agonista a
cuba, onde o relaxamento maximo sera obtido quando a tensdo registrada for reduzida

aos niveis basais (Figura 4).

Figura 4. Esquema do protocolo utilizado para investigar o efeito do LAO frente as

contracdes isotdnicas induzidas pelos agonistas selecionados. Fonte: Autoria propria.
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4.2.3 Investigacdo in vitro do possivel mecanismo de acdo do LAO em traqueia de

cobaia

Para a investigacdo do mecanismo de acao foi utilizado o agonista em que o
LAO apresentou o Clsg mais potente. Os orgdos foram montados conforme descrito
anteriormente no item 4.2.1 e 20 minutos anteriormente a indugédo da segunda contragéo
com o agonista de melhor resposta, as preparac6es foram expostas a um bloqueador. Os
bloqueadores utilizados nos ensaios foram: inibidores dos canais para K* ativado por
ATP (Katp), glibenclamida (GLI), na concentragdo de 3 uM, Tetractilamonio (TEA), na
concentracdo de 5 mM e 4-aminopiridina (4-AP), na concentragdo de 2 mM; inibidor da
6xido nitrico sintase, No-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), na concentracdo de 10
uM; antagonista B-adrenérgico ndo seletivo, propranolol (PRP), na concentracdo de 3
puM; inibidor ndo seletivo da cicloxigenase, indometacina (IND), na concentragdo de 10
uM; e o inibidor da sintese proteica e fosfolipase A2, dexametasona (DEX), na
concentracdo de 10 uM. Apos a estabilizagao da segunda contragdo, durante a sua fase
tbnica, a amostra foi adicionada as cubas, em diferentes preparacdes, de maneira
cumulativa em concentragdes crescentes, sendo os efeitos relaxantes registrados. Foram

realizados concomitantemente experimentos na auséncia dos bloqueadores (Figura 5).

Figura 5. Modelo representativo utilizado para investigar o mecanismo de acdo do

LAO frente as contracGes isotdnicas induzidas por carbacol. Fonte: Autoria propria.
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4.2.4 Analise estatistica dos dados

Os dados numéricos obtidos foram expressos como média + erro padrdo da
média (X = e.p.m). O valor de “n” refere-se ao numero de animais utilizados ou
experimentos realizados em um dado protocolo, de modo que o resultado obtido possa
ser representativo e a0 mesmo tempo nédo se use animais em demasia. Diferengas entre
as médias dos experimentos in vitro foram comparadas estatisticamente usando o teste
“t” de Student ndo-pareado como parametro estatistico, apos Tukey pos-teste, onde
essas diferengas foram consideradas significantes quando o valor calculado de “p” foi
menor que 0,05. Para as analises estatisticas de variancia foi utilizada ANOVA. Todos
os célculos foram realizadas com o programa Graph-Pad Prism© verséo 5.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA).

Para os experimentos in vitro, usando 6rgdos isolados, as curvas mostrando a
relacdo concentracdo-resposta de uma substancia foram ajustadas por uma regressao
ndo-linear descrita pela equacdo: Y = min + (max-min)/(1+10(LogEC50-X)*S)); onde
“X” ¢ o logaritmo na base 10 da concentracdo molar da substincia testada, “Y” ¢ a
resposta relaxante da substancia testada em percentagem, “min” é o menor efeito

assumido para “Y”, “max” ¢ o maior efeito assumido para “Y” e “S” ¢ o valor da

constante de Hill (MOTULSKY; CHRISTOPOULOS, 2003).



47

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

O presente trabalho investigou o possivel efeito espasmolitico do 6leo essencial
de Lippia alnifolia Schauer (LAO), dependente da sua concentracdo, em aneis de
traqueia de cobaia pré-contraidas por agonistas utilizados como padrdo e determinou o
possivel mecanismo de agdo sobre esse Orgdo. Para atender os objetivos propostos
foram realizados protocolos experimentais in vitro para determinar o perfil
farmacologico da espécie L. alnifolia, testando o 6leo essencial de suas folhas sobre a

traqueia de cobaias.

5.1 Estudo da possivel atividade espasmolitica do 6leo de Lippia alnifolia em

traqueia de cobaia

As preparagdes de traqueia de cobaias foram expostas a varias concentracdes do
6leo do LAO adicionado cumulativamente para se demonstrar e caracterizar o efeito
relaxante desta substancia apds contracdo induzida pelos agonistas: histamina (HIS),
carbacol (CCh) e cloreto de potéssio (KCI), utilizados como padrdo, e obter a sua

concentracdo inibitéria de 50% (Clso) para esse tipo de tecido.

5.1.1 Investigacdo do efeito das concentragdes crescentes do 6leo de L. alnifolia
sobre anéis de traqueia de cobaia frente as contragfes tbnicas induzidas por

diferentes agonistas

Analisando os resultados obtidos inicialmente podemos constatar que o LAO é
capaz de promover eficiente relaxamento dos anéis de traqueia de cobaia pré-contraidos
pelos agonistas CCh 1uM, HIS 1 uM e KCI 60 mM de maneira dependente de
concentragdo (1 a 729 pg/mL) (Figura 6). Comparando o perfil espasmolitico desses
agonistas entre si através dos valores da Clsg, constata-se que quem apresenta maior
poténcia para relaxar a traqueia de cobaias é a HIS com valores expressivamente
menores (teste ANOVA, p < 0,05) (Grafico 1), apresentando a melhor resposta da Clsg
de 39,19 + 11,09 %, em relagdo ao CCh com Clsp de 42,10 + 11,59 % e ao KCI com
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Clso de 86,53 £ 10,04 %, ndo havendo diferenca estatistica entre a HIS e o CCh
(Gréfico 2).

Figura 6. Registro original representativo do efeito relaxante do LAO sobre as
contragdes tonicas induzidas por agonistas em anéis de traqueia de cobaia. Os nimeros
representam os pontos de aplicacdo do LAO durante o curso temporal nas seguintes
concentragdes: (1) 0,00 pg/mL, (2) 0,47 ug/mL, (3) 0,95 ug/mL, (4) 1,43 pg/mL, (5)
1,90 pg/mL, (6) 2,38 ug/mL e (7) 2,86 ug/mL. Fonte: Autoria prépria.
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Gréfico 1 - Valores da Clsp do LAO sobre anéis de traqueia de cobaia pré-incubados
pelos agonistas. As colunas e barras verticais representam a média e o e.p.m,
respectivamente, *p < 0.05 (n = 5). Teste ANOVA.
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Graéfico 2 - Efeito relaxante do LAO sobre anéis de traqueia de cobaia pré-contraidos
pelos agonistas CCh 1 uM, HIS 1 uM e KCI 60 mM. Os simbolos e barras verticais
representam a média £ e.p.m., respectivamente, *p < 0.05 (n = 5). Teste ANOVA.
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Observa-se que o LAO reduz aos valores basais a contracdo induzida na
presenca da HIS e do CCh, atingindo o valor médio em percentagem do efeito maximo
obtido pela amostra (Emsx) de 100 % entre as concentragdes 2,38 e 2,86 ug/mL quando
adicionado concentragdes cumulativas crescentes, enquanto o KCI alcangou 0 Ena de
82 % na concentracdo 2,86 ug/mL, sendo os valores do Enx obtidos pela HIS e o CCh

significativamente superiores quando comparados todos 0s agonistas entre si.

Varios constituintes provenientes de plantas utilizadas na medicina popular sdo
empregados no tratamento de enfermidades e, considerando que, a identificacdo de
espécies com atividade relaxante de musculos lisos é estratégica na pesquisa em
produtos naturais, ressalta-se a importancia desse trabalho na identificagdo dos efeitos
farmacologicos do 6leo da L. alnifolia, uma espécie nativa e endémica da caatinga,
ainda pouco investigada, como uma possivel fonte de metabdlitos secundarios de

interesse econdmico.
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5.2 Investigacdo do possivel mecanismo de acdo espasmolitico do 6leo de L.

alnifolia em traqueia de cobaia

Através dos ensaios preliminares realizados foi demonstrado que o LAO exibe
melhor efeito espasmolitico frente ao agonista CCh, tdo significativo quanto frente a
HIS, com variagdo na Clsp, e 0 agonista que apresentou melhor resposta foi utilizado
para investigar mais detalhadamente o(s) possivel(is) mecanismo(s) de acdo relaxante
do LAO sobre traqueia de cobaias, sendo o CCh o agonista eleito para realizacdo dos

testes.

O CCh é um agonista dos receptores muscarinicos e ao ativa-los desencadeia o
aumento de Ca** no meio intracelular e, consequentemente, a contracdo do musculo
liso. A acdo do CCh resulta da ligacdo a receptores acoplados a proteina G (GPCRS)
que ativam a cascata do IP3, estimulando a liberagdo de Ca** dos estoques intracelulares
pelo RS e a entrada de Ca®" pela abertura dos seus canais de membrana (Ca,)
(TAKEUCHI et al., 2004).

As drogas escolhidas para averiguar o mecanismo de acdo do LAO em
preparacdes de traqueia de cobaia foram as bloqueadoras dos canais para K':
tetraetilamonio (bloqueador dos KCa), 4-aminopiridina (bloqueador dos Ky) e
glibenclamida (bloqueador dos KATP); a inibidora da enzima 6xido nitrico sintase: No-
nitro-L-arginina metil éster (L-NAME); a antagonista ndo-seletiva dos receptores f-
adrenérgicos: propranolol; a inibidora da sintese proteica e da enzima fosfolipase A2:

dexametasona; e a inibidora ndo seletiva da enzima cicloxigenase (COX): indometacina.

5.2.1 Avaliacdo da participacdo dos canais de potassio no efeito relaxante do 6leo

de L. alnifolia em traqueia de cobaia

Para averiguar se a agdo relaxante do LAO sobre o musculo liso traqueal
envolve a participagdo dos canais para potassio (K*) foi comparado o relaxamento
promovido pelo LAO na presenca e na auséncia de drogas bloqueadores para canais de

potéssio: Tetraetilamdnio (TEA), na concentracdo de 5 mM, 4-aminopiridina (4-AP), na
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concentracdo de 2 mM, e glibenclamida (GL1I), na concentracdo de 3 uM, pré-contraido

com CCh, na concentragdo de 1 pM.

A adicdo cumulativa do LAO (1 a 729 pg/mL) relaxou de maneira dependente
da concentracdo os anéis de traqueia de cobaia pré-contraidos com CCh 1 uM tanto na
presenca de 5 mM TEA (Clsp = 16,58 £ 5,21 ug/mL), como na sua auséncia (Clsp =
42,10 + 11,59 pg/mL), de acordo com o grafico 3.

Comparando o valor da Clsy do blogueador em relagdo ao controle, verificou-se
que ndo houve uma reducéo significativa na poténcia de LAO sobre o relaxamento dos
anéis de traqueia de cobaia, ndo sendo diferente estatisticamente (teste ANOVA, p >
0,05) do observado na auséncia de TEA (Grafico 4). Em todos os casos, a eficacia do
LAO foi mantida, sendo obtido o relaxamento (Emsx) de 100 % atingido na concentragéo

2,38 ug/mL.

Grafico 3 - Valores de Clsp do LAO sobre anéis de traqueia de cobaia na presenca e
auséncia de TEA. Os simbolos e barras verticais representam a média + e.p.m.,
respectivamente, *p < 0.05 (n = 5). Teste ANOVA.
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Graéfico 4 - Efeito relaxante do LAO sobre anéis de traqueia de cobaia pré-contraidos
com CCh 1 uM na presenca e auséncia de TEA 5 mM, controle (m) e TEA 5 mM (e).
Os simbolos e barras verticais representam a media £ e.p.m., respectivamente, *p <
0.05, (n =5). Teste ANOVA: controle vs TEA).
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A adicdo cumulativa do LAO (1 a 729 ug/mL) promoveu relaxamento de
maneira dependente da concentracdo os anéis de traqueia de cobaia pré-contraidos com
CCh 1 uM tanto na presenca de 2 mM 4-AP (Clso = 36,17 £ 7,05 pg/mL), como na sua
auséncia (Clsp = 42,10 £ 11,59 ug/mL), de acordo com o grafico 5.

Comparando o valor da Clsy do blogueador em relagdo ao controle, verificou-se
que ndo houve uma reducéo significativa na poténcia de LAO sobre o relaxamento dos
anéis de traqueia de cobaia, ndo sendo diferente estatisticamente (teste ANOVA, p >
0,05) do observado na auséncia de 4-AP (Grafico 6). Em todos os casos, a eficicia do
LAO foi mantida, sendo obtido o relaxamento (Ens) de 100 % alcancado na

concentracdo 1,90 pug/mL.
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Gréfico 5 - Valores de Clso do LAO sobre aneis de traqueia de cobaia na presenga e
auséncia de 4-AP. Os simbolos e barras verticais representam a media + e.p.m.,
respectivamente, *p < 0.05, (n = 5). Teste ANOVA.
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Grafico 6 - Efeito relaxante do LAO sobre anéis de tragueia de cobaia pré-contraidos
com CCh 1 uM na presenca e auséncia de 4-AP 2 mM, controle (m) ¢ 4-AP 2 mM (V).
Os simbolos e barras verticais representam a média + e.p.m., respectivamente, *p <
0.05, (n =5). Teste ANOVA: controle vs 4-AP.
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A adigdo cumulativa do LAO (1 a 729 ug/mL) produziu relaxamento de maneira
dependente da concentracdo os aneéis de traqueia de cobaia pré-contraidos com CCh 1
uM tanto na presenca de 3 uM GLI (Clsp = 67,28 £ 11,20 ug/mL), como na sua
auséncia (Clsp = 42,10 £ 11,59 ug/mL), de acordo com o grafico 7.

Comparando o valor da Clsy do bloqueador em relacdo ao controle, verificou-
se que ndo houve uma reducéo significativa na poténcia de LAO sobre o relaxamento
dos anéis de traqueia de cobaia, ndo sendo diferente estatisticamente (teste ANOVA, p
> (0,05) do observado na auséncia de GLI (Gréafico 8). Em todos os casos, a eficacia do
LAO foi mantida, sendo obtido o relaxamento (Emsx) de 100 % atingido na concentragéo
2,38 ug/mL.

Como ndo houve diminuicdo significativa da Clsp do LAO na presenca de
drogas bloqueadoras de canais para K*, os dados sugerem que sua atividade
espasmolitica ndo esta relacionada a participacio de canais para K*. Portanto, mesmo
que essas substancias promovam a repolarizacao/hiperpolarizacéo da fibra muscular, o

6leo ainda tem a propriedade de relaxar o musculo liso da traqueia.

Os principais canais para K* envolvidos na repolarizagdo, quando ha deflagracio
do potencial de acdo, ou hiperpolarizacdo, quando as células estdo em repouso, das
fibras musculares lisas da traqueia sdo os canais para K" sensiveis a voltagem (Ky), a
maior familia de canais ibnicos sensiveis a voltagem, ativados pelo ATP (KATP) e
ativados pelo Ca* (KCa) (SOTO et al., 2008).

O retorno ao nivel basal do Ca** na célula muscular lisa ocorre em resposta &
remocao dos estimulos contrateis: retirada do agonista do receptor de membrana ou
acao direta de algumas substancias que estimulem a inibicdo do mecanismo contratil,
bem como a repolarizacdo/hiperpolarizacdo pela abertura de outros canais i0nicos,
resultando na redugdo da excitabilidade da membrana e, em seguida, o relaxamento
muscular (ZHUGE et al., 2010).

De grande importancia para tal fendmeno é o movimento dos ions K, através de
canais para potassio abertos por voltagem (Kv) presentes na membrana plasmatica,
contribuindo para a regulacéo do influxo de Ca®* pelo fechamento dos canais de Ca,. Os
canais para K exercem uma funcdo chave no controle do Vm e da excitabilidade

celular, o qual decorre do balanco entre o elevacdo da condutancia ao K, ocasionando
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uma hiperpolarizacdo, e a redugio da condutincia ao K*, ocasionando uma
despolarizacdo (PEREZ-ZOGHBI et al., 2009).

Gréfico 7 - Valores de Clso do LAO sobre aneéis de traqueia de cobaia na presenga e
auséncia de GLI. Os simbolos e barras verticais representam a média + e.p.m.,
respectivamente, *p < 0.05, (n = 5). Teste ANOVA.
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Grafico 8 - Efeito relaxante do LAO sobre anéis de traqueia de cobaia pré-contraidos
com CCh 1 uM na presenca e auséncia de GLI 3 uM, controle (m) e GLI 3 uM (A). Os
simbolos e barras verticais representam a média * e.p.m., respectivamente, *p < 0.05, (n
=5). Teste ANOVA: controle vs GLI.
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5.2.2. Avaliacdo da participacdo do inibidor da enzima oOxido nitrico sintase no

efeito relaxante do 6leo de L. alnifolia em traqueia de cobaia

Para a avaliacdo do efeito do LAO na presenca do inibidor da enzima oxido
nitrico sintase foi utilizada a droga Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), na

concentracdo de 10 uM, comparada ao controle, CCh, na concentra¢do de 1 uM.

A adicdo cumulativa do LAO (1 a 729 pg/mL) relaxou de maneira dependente
da concentracdo os anéis de traqueia de cobaia pré-contraidos com CChl uM tanto na
presenca de 10 uM L-NAME (Clsp = 65,82 £+ 11,40 ug/mL), como na sua auséncia (Clso
=42,10 £ 11,59 ug/mL), de acordo com o gréafico 9.

Comparando o valor da Clsy do blogueador em relagdo ao controle, verificou-se
que ndo houve uma reducéo significativa na poténcia de LAO sobre o relaxamento dos
anéis de traqueia de cobaia, ndo sendo diferente estatisticamente (teste ANOVA, p >
0,05) do observado na auséncia de L-NAME (Gréafico 10). Em todos os casos, a eficacia
do LAO foi mantida, sendo obtido o relaxamento (Ems) de 100 % alcancado na

concentracdo 2,38 pg/mL.

Grafico 9 - Valores de Clso do LAO sobre anéis de traqueia de cobaia na presenca e
auséncia de L-NAME. Os simbolos e barras verticais representam a média + e.p.m.,
respectivamente, *p < 0.05, (n = 5). Teste ANOVA.
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Graéfico 10 - Efeito relaxante do LAO sobre anéis de traqueia de cobaia pré-contraidos
com CCh 1 uM na presenca e auséncia de L-NAME 10 uM, controle (m) ¢ L-NAME 10
uM (0). Os simbolos e barras verticais representam a média * e.p.m., respectivamente,
*p <0.05, (n =5). Teste ANOVA: controle vs L-NAME.
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Estd comprovado que diversas doencas estdo relacionadas a superproducdo de
NO, tal como a inflamacdo que ocorre no processo asmatico, e uma das possiveis
abordagens terapéuticas consiste na utilizacdo de inibidores da 6xido nitrico sintase,
responsavel pela sintese do NO. Este estimula diretamente a enzima guanilato ciclase
(GC) a formar monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) intracelular a partir do
trifosfato de guanosina (GTP). O GMPc ativa a proteina cinase dependente de GMPc
(PKG) na fibra muscular lisa, que fosforila varios alvos intracelulares, resultando no
relaxamento (PARENT et al., 2015). Desta forma, o descobrimento de novos inibidores
mais potentes e seletivos sdo extremamente importantes para virem a serem usados
como futuros agentes terapéuticos.

Para verificar a influéncia da producdo de 6xido nitrico na acdo relaxante do
LAO sobre o musculo liso da traqueia, comparou-se o relaxamento promovido na
presenca e na auséncia do bloqueador L-NAME frente a contracéo induzida pelo CCh e
observou-se que a Clsp do LAO néo sofre alteracdo significativa na presenca do L-
NAME, indicando que a inibi¢cdo ndo seletiva da enzima oxido nitrico sintase ndo esta

relacionado com a atividade espasmolitica do dleo.
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5.2.3. Avaliacdo da participacdo do antagonista f-adrenérgico ndo seletivo no

efeito relaxante do 6leo de L. alnifolia em traqueia de cobaia

Para a avaliagdo do efeito do LAO na presenca do antagonista [3-adrenérgico ndo
seletivo foi utilizada a droga propranolol (PRP), na concentracdo de 3 uM, comparada

ao controle, CCh, na concentragdo de 1 uM.

A adicdo cumulativa do LAO (1 a 729 pg/mL) relaxou de maneira dependente
da concentracdo os anéis de traqueia de cobaia pré-contraidos com CChl uM tanto na
presenca de 3 uM PRP (Clsp = 70,99 £ 22,78 ug/mL), como na sua auséncia (Clsp =
42,10 + 11,59 pg/mL), de acordo com o gréafico 11.

Comparando o valor da Clsy do blogueador em relagdo ao controle, verificou-se
que ndo houve uma reducéo significativa na poténcia de LAO sobre o relaxamento dos
anéis de traqueia de cobaia, ndo sendo diferente estatisticamente (teste ANOVA, p >
0,05) do observado na auséncia de PRP (Grafico 12). Em todos os casos, a eficacia do
LAO foi mantida, sendo obtido o relaxamento (Eméax) de 100 % atingido entre as

concentracgdes 2,38 e 2,86 ug/mL.

A ligagdo do propranolol a receptores B-adrenérgicos provoca o bloqueio dos
receptores acoplados a proteina Gs, que medeia uma cascata de eventos intracelulares
apos sua ligacdo (JOHNSON, 2006). Inibem a ativacdo da adenilil ciclase (AC), a
formacdo do segundo mensageiro celular, o monofosfato de adenosina ciclico (AMPc),
e a ativacdo da proteina cinase dependente de AMPc (PKA) que fosforila proteinas
celulares especificas, provocando a inibicdo de agentes estimuladores da contracdo do

musculo liso das vias aéreas (GUO et al., 2014).

Para conferir se a acdo relaxante do LAO sobre anéis de traqueia envolve a
participacdo dos receptores [-adrenérgicos, comparou-se o relaxamento promovido na
presenca e na auséncia de propranolol pre-contraido com CCh. Como o LAO ndo
influenciou significativamente a Clsp na presenca desse bloqueador, os dados indicam
que sua atividade espasmolitica ndo est4 relacionada ao antagonismo dos receptores [32-

adrenérgicos.
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Gréfico 11 - Valores de Clsp do LAO sobre anéis de traqueia de cobaia na presenca e
auséncia de PRP. Os simbolos e barras verticais representam a média + e.p.m.,
respectivamente, *p < 0.05, (n = 5). Teste ANOVA.
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Gréfico 12 - Efeito relaxante do LAO sobre anéis de traqueia de cobaia pré-contraidos

com CCh 1 uM na presenca e auséncia de PRP 3 uM, controle (m) e L- PRP 3 uM ().
Os simbolos e barras verticais representam a média + e.p.m., respectivamente, *p <
0.05, (n =5). Teste ANOVA: controle vs PRP.
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5.2.4. Avaliacéo da participacéo do inibidor da sintese proteica e fosfolipase A2 no

efeito relaxante do 6leo de L. alnifolia em traqueia de cobaia

Para a avaliacdo do efeito do LAO na presenca do inibidor da sintese proteica e
fosfolipase A2 foi utilizada a droga dexametasona (DEX), na concentracdo de 10 uM,

comparada ao controle, CCh, na concentrac¢ao de 1 uM.

A adicdo cumulativa do LAO (1 a 729 pg/mL) relaxou de maneira dependente
da concentracdo os anéis de traqueia de cobaia pré-contraidos com CCh1 uM, tanto na
presenca de 10 uM DEX (Clsg = 100,20 + 18,98 ug/mL), como na sua auséncia (Clsp =
42,10 + 11,59 pg/mL), de acordo com o gréafico 13.

Comparando o valor da Clsy do blogueador em relagdo ao controle, verificou-se
que houve uma reducdo significativa na poténcia de LAO na ordem de 2 vezes
aproximadamente sobre o relaxamento dos anéis de traqueia de cobaia, sendo diferente
estatisticamente (teste ANOVA, p > 0,05) do observado na auséncia de DEX (Grafico
14). Em todos os casos, a eficacia do LAO foi mantida, sendo obtido o relaxamento

(Emax) de 100 % alcancado entre as concentracgdes 2,38 e 2,86 pug/mL.

O mecanismo de acdo dos glicocorticoides acontece quando estes se difundem
através das membranas celulares e formam complexos com receptores citoplasmaticos
especificos, GR a e B. Estes complexos penetram no nucleo da célula, unem-se a0 DNA
e estimulam a transcricdo do mRNA e a posterior sintese de enzimas, que sdo as
responsaveis por dois tipos de efeitos dos glicocorticoides sistémicos, ou podem
suprimir a transcricdo do mRNA em algumas células, por exemplo, linfocitos (HENRY
et al., 2005).

Como efeito anti-inflamatério esteroidal, o glicocorticoide impede o acumulo de
células inflamatorias, incluindo macréfagos e leucdécitos, na zona da inflamacéo, inibe a
fagocitose, a sintese ou liberacdo de enzimas lisossdmicas e mediadores quimicos da
inflamacdo, diminui a producdo e acdo das citocinas, muitas interleucinas e
eicosandides. Como imunossupressor, reduz a concentracdo de mondcitos, eosindfilos e
linfocitos dependentes do timo, diminui a producdo de IgG e dos componentes do
complemento do sangue, reduz a unido das imunoglobulinas aos receptores celulares da
superficie, blogueia a sintese ou liberacdo de interleucinas e diminui a importancia da

resposta imune primaria. Além de estimular o catabolismo protéico, induzir o
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metabolismo dos aminoacidos e aumentar a disponibilidade de glicose (BENYAHIA et
al., 2012).

A dexametasona atua na inibigéo da fosfolipase A2 (PLA2) de maneira indireta,
através da estimulacéo da sintese protéica, produzindo a anexina I, e da inibicéo do fator
nuclear (NF-kB), que induz a expressdo da PLA2, evitando assim a liberacdo do acido
araquidonico a partir de lipidios da membrana plasmaética, e deste a prostaglandina E2
(PGE2), responsavel pelo relaxamento do musculo liso (SALEH et al., 2008).

Para constatar se a acdo relaxante do LAO sobre o musculo liso de traqueia
envolve a participacdo da PGE2, comparou-se o0 relaxamento promovido na presenca e
na auséncia de dexametasona, uma substancia pertence a classe dos anti-inflamatérios
esteroidais, frente a contra¢@es induzidas pelo CCh. Este protocolo também apresentou
aumento significativo da Clso do LAO na presenca de dexametasona (Clso = 100,20 +
18,98 ug/mL) comparada ao controle (Clsp = 42,10 + 11,59 ug/mL), indicando que o

efeito espasmolitico dependente, de alguma maneira, da PGE2.

Grafico 13 - Valores de Clsy do LAO sobre anéis de traqueia de cobaia na presenca e
auséncia de DEX. Os simbolos e barras verticais representam a média + e.p.m.,
respectivamente, *p < 0.05, (n = 5). Teste ANOVA.
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Grafico 14 - Efeito relaxante do LAO sobre anéis de traqueia de cobaia pré-contraidos
com CCh 1 uM na presenca e auséncia de DEX 10 uM, controle (m) e DEX 10 uM (o).
Os simbolos e barras verticais representam a media £ e.p.m., respectivamente, *p <
0.05, (n =5). Teste ANOVA: controle vs DEX.
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5.2.5. Avaliagéo da participagéo do inibidor néo seletivo da cicloxigenase no efeito
relaxante do 6leo de L. alnifolia em traqueia de cobaia

Para a avaliacdo do efeito do LAO na presen¢a do inibidor ndo seletivo da
cicloxigenase foi utilizada a droga indometacina (IND), na concentragdo de 10 uM,

comparada ao controle, CCh, na concentracao de 1 pM.

A adicdo cumulativa do LAO (1 a 729 pg/mL) relaxou de maneira dependente
da concentracdo os anéis de traqueia de cobaia pré-contraidos com CCh 1 uM tanto na
presenca de 10 uM IND (Clsp = 103.6 £ 23.98 ug/mL), como na sua auséncia (Clsp =
42,10 £ 11,59 pg/mL), de acordo com o gréafico 15.

Comparando o valor da Clsy do blogueador em relagdo ao controle, verificou-se
que houve uma reducdo significativa na poténcia de LAO na ordem de 2 vezes
aproximadamente sobre o relaxamento dos anéis de traqueia de cobaia, sendo diferente
estatisticamente (teste ANOVA, p > 0,05) do observado na auséncia de IND (Grafico
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16). Em todos os casos, a eficacia do LAO foi mantida, sendo obtido o relaxamento

(Emax) de 92,6 % atingido na concentragéo 2,86 pg/mL.

As prostaglandinas tém sua sintese desencadeada através de estimulos quimicos
que se ligam nas membranas celulares e ativam receptores acoplados a uma proteina
regulatdria ligada a um nucleotideo guaninico (proteina G). Tais estimulos podem ser de
natureza fisioldgica, farmacoldgica ou patoldgica. As prostaglandinas sdo quimicamente
derivadas do &cido araquiddnico, constituinte normal dos fosfolipidios das membranas,
entdo convertido pela PLA2 na face intracelular da membrana plasmética. A liberacdo
do acido araquiddnico ativa da enzima cicloxigenage (COX) a produzir mediadores da
inflamacdo como as prostaglandinas que, quando derivados do epitélio da traqueia, séo

responsaveis pelo relaxamento do seu musculo liso (LARSEN et al., 2007).

A utilizagdo da indometacina, um inibidor ndo seletivo da COX, permitiu
verificar se a acdo do LAO adicionado cumulativamente sobre o mdsculo liso de
traqueia de cobaia em preparacdes pré-contraida com CCh é dependente da producéo de
prostaglandinas, através da construcdo de uma curva concentracdo-efeito. Foi
demostrado, neste protocolo experimental, que houve aumento significativo da Clsg
provocado pelo LAO na presenca da indometacina (Clsp = 103,6 + 23,98 ug/mL)
comparada ao controle (Clsp = 42,10 + 11,59 pg/mL), sugerindo que sua atividade

espasmolitica esta relacionada a inibigdo da sintese e/ou liberacdo de PGE2.
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Gréfico 15 - Valores de Clsp do LAO sobre anéis de traqueia de cobaia na presenca e
auséncia de IND. Os simbolos e barras verticais representam a média + e.p.m.,
respectivamente, *p < 0.05, (n = 5). Teste ANOVA.
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Gréfico 16 - Efeito relaxante do LAO sobre anéis de traqueia de cobaia pré-contraidos
com CCh 1 uM na presenga e auséncia de IND 10 uM, controle (m) ¢ IND 10 pM (%).
Os simbolos e barras verticais representam a meédia + e.p.m., respectivamente, *p <
0.05, (n =5). Teste ANOVA: controle vs IND.
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Diante dos resultados expostos obtidos inicialmente foi possivel observar nesta
pesquisa evidéncias farmacoldgicas que norteiam o entendimento do efeito relaxante do
LAO sobre o musculo liso respiratdrio, sendo demonstrado aqui uma predominancia na
participacdo das prostaglandinas neste efeito, mediante a resposta significativa do LAO
frente ao bloqueio dos alvos de atuacdo da indometacina e da dexametasona, 0 que
representaria um indicativo do provavel mecanismo de acdo. Parece que essa acao é
mediada, pelo menos em parte, pela inibicdo das enzimas COX e PLAZ2 que,
consequentemente, impede a producdo das prostaglandinas na traqueia, responsaveis

pelo relaxamento do masculo liso.

O relaxamento no musculo liso ocorre como resultado da remocdo do estimulo
contrétil ou pela acdo direta de uma substancia que inibi o mecanismo contratil. Nos
ensaios preliminares do mecanismo de acdo espasmolitico do LAO, avaliou-se a
condicdo de bloqueio da contracdo muscular a nivel de receptor por drogas

selecionadas, através da curvas cumulativas concentragdo-resposta.

A habilidade de relaxar distintos musculos lisos em preparacdes de Grgdos
isolados vem sendo evidenciado em trabalhos com 6leos essenciais obtidos de espécies
de Lippia. A L. turbinata, por exemplo, apresentou efeito gastroprotetor contra tlceras e
entiespasmaddico em ratos (TOSO et al., 2007); a L. graveolens, reduziu a contratilidade
da musculatura lisa de ileo de cobaia frente a contra¢fes induzidas por HIS e CCH
(RIVERO et al., 2011); a L. alba promoveu relaxamento de artéria mesentérica de rato
(MAYNARD et al., 2011); a L. thymoides induziu relaxamento em aorta de rato, Utero
de rata e traqueia de cobaia de maneira dependente da concentragdo (SILVA et al.,
2015); a L. microphylla exibiu atividade espasmolitica em ileo de cobaia (RODRIGUES
et al., 2011); e a L. dulcis em brénquios de porco pré-contraidos tanto com HIS quanto
com CCh, explicando, em parte, os relatos da utilizacdo de L. dulcis na medicina

popular para tratar inflamac@es e bronquite (GORNEMANN et al., 2008);

Na medicina tradicional de alguns paises € pratica comum a utilizacdo de
infusdes e tinturas de L. alba como eupéptico para a indigestao, sendo objeto de estudo
de Souza et al. (2013) e Blanco et al., 2013. Eles confirmaram o efeito antiespasmodico
intestinal do O&leo essencial da espécie atribuindo esta acdo aos monoterpenos
encontrados, possivelmente ao aparecimento da carvona, um monoterpeno presente nos
Oleos essenciais de vérias espécies do género Lippia, indicando que este terpendide

pode ser utilizado na terapéutica para tratar espasmos em musculo liso.
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A grande maioria dos 0leos esséncias é constituida quimicamente de derivados
terpenoides, quase que exclusivamente, estes tem sua estrutura modificada de acordo
com a adicdo de unidades de isopreno (CsHg): hemiterpenos, monoterpenos,
sesquiterpenos ou diterpenos. Uma grande variedade de substancias vegetais derivadas
de terpenos ocorrem em praticamente todas as plantas e alimentos naturais, podendo
haver alteracdo na sua composicdo de acordo com as condi¢cbes ambientais. Com as
espécies do género Lippia ndo € diferente. Seus variados efeitos farmacoldgicos sdo
provavelmente devido a grande diversidade estrutural desses constituintes presentes nos
Oleos volateis que podem ser comercializados na sua forma bruta ou purificada
(CAVALEIRO, 2007).

O mecanismo de acdo dos 6leos essenciais abrange diferentes formas de inibir o
crescimento ou destruir o micro-organismo, decorrente de suas propriedades
hidrofobicas, ao permitir que seus constituintes atravessem com maior facilidade a
membrana plasmatica, liguem-se a componentes celulares essenciais para a vida dos

micro-organismos e promovam seu efeito (OLIVEIRA et al., 2008).

No estudo da composicdo quimica do LAO foi evidenciado a carvona como
constituinte majoritario (60%) presente em suas folhas, com pequena variacdo nos
demais componentes (CATALAN; LAMPASONA, 2002). Geralmente, o constituinte
majoritario € o responsavel pela atividade bioldgica exibida pelo 6leo essencial, porém
0 complexo ndo pode ser desprezado, uma vez que pode haver o sinergismo entre as
substancias constituintes do 6leo inteiro (BAKKALI et al., 2008).

Estudos realizados a respeito das propriedades farmacolégicas e efeitos toxicos
da carvona exibiram diversas propriedades eficazes, tais como: atividade espasmolitica
(SOUSA et al., 2008), anticonvulsivante (ALMEIDA; MOTTA,; LEITE, 2003), larvicida
(COSTA et al., 2005; SILVA et al., 2008), antinociceptiva e anti-inflamatéria (SOUSA
et al., 2004; ROCHA et al., 2013), antidepressiva e ansiolitica (HATANO et al., 2012),
antimicrobiana (LIMA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2006) e sedativa (SOUSA et al., 2007).

Os elementos divulgados nessa pesquisa, através da analise dos dados exibidos,
corroboram com o fato de que nessas condi¢des experimentais o LAO, planta endémica
da caatinga e ainda pouco explorada, exibe efeito espasmolitico sobre traqueia de
cobaias, revelando o grande potencial farmacoldgico dessa espécie no rastreamento de
substancia(s) de interesse terapéutico, através de relatos inéditos de seus efeitos e

formas de acdo em modelos experimentais in vitro.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou, através de estudos farmacologicos, o potencial
bioldgico da espécie Lippia alnifolia Schauer, indicando que esta planta pode se tornar
fonte de substancias de interesse medico. A confirmacdo dessa observacéo reside no
fato de que a avaliagdo farmacoldgica in vitro do 6leo essencial de L. alnifolia sobre
preparacdes de traqueia de cobaia sugerem, pela primeira vez, atividade espasmolitica

sobre o sistema respiratorio.

Comparando o relaxamento promovido pelo LAO sobre contracBes tonicas
indizidas por agonistas, constata-se que o 6leo apresentam a melhor resposta para Clsg
sobrea os agonistas HIS e o CCh, ndo havendo diferenca estatistica entre eles.

Quanto ao provavel mecanismo de acdo evidenciado por meio de protocolos
experimentais, o efeito relaxante do LAO pode estar relacionado a uma possivel
inibicdo na liberacdo de prostaglandinas, contudo estudos posteriores sdo necessarios
para assegurar este efeito.

Esta pesquisa farmacologica ndo sugere a participacdo dos canais de potassio, do
inibidor da enzima ¢xido nitrico sintase e do antagonista -adrenérgico ndo seletivo no
resultado espasmolitico do LAO. Contudo, demonstra participacdo do inibidor da
sintese proteica e fosfolipase A2 e do inibidor ndo seletivo da cicloxigenase no efeito

relaxante do LAO em traqueia de cobaias.

Todos os resultados apresentados nesse trabalho configuram-se como pioneiros e
inéditos no estudo bioldgico da espécie L. alnifolia, dessa forma, uma importante
contribuicdo foi dada para a farmacologia de plantas do Bioma Caatinga. Pesquisas
deste tipo sdo relevantes, uma vez que propiciam uma perspectiva para o
desenvolvimento de novas terapias, com a associacdo de drogas sintéticas e vegetais,
utilizando principalmente plantas do bioma caatinga o qual dispde de uma vasta

diversidade de moléculas bioativas.
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7 PERSPECTIVAS

Apesar dos resultados obtidos colaborarem para utilizagdo do 6leo essencial da
L. alnifolia (LAO) como um possivel agente relaxante do musculo liso da traqueia,
novos estudos sdo necessarios para compreender 0s mecanismos envolvidos nesses
processos e para um promissor emprego do 6leo, ou de substancias isoladas dele, como
adjuvante no tratamento de afeccOes respiratdrias. Estas enfermidades sdo um grave
problema de salde publica, por isso ha um crescente interesse na identificacdo de
agentes espasmoliticos de origem natural para utilizacdo em produtos farmacéuticos,

destacando-se aqui o potencial bioldgico identificado da espécie L. alnifolia.
A partir dos pardmetros obtidos nos testes farmacoldgicos in vitro, sugere-se:

- Proceder investigacdo do mecanismo de acdo espasmolitico do LAO em traqueia de
cobaia utilizando outros agentes relaxantes da musculatura lisa traqueal, como a
isoprenalina (agonista ,-adrenérgico seletivo), a aminofilina (inibidores das isoenzimas
da fosfodiesterase) e a capsaicina (ativador do receptor de potencial transitorio - TRP)

em concentracdes cumulativas pré-incubadas com LAO em diferentes concentracoes;
- Avaliar o grau de toxicidade in vivo do LAO em varias concentragdes;
- Caracterizar o efeito do LAO in vitro sobre a contracdo de outros musculos lisos

- Caracterizar o efeito do LAO sobre a contragdo traqueal in vivo.
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ANEXO

FUﬂDAC@O UNIVERSIDADE FEDERAL DO VALE DO SAO FRANCISCO
COMITE DE ETICA E DEONTOLOGIA EM ESTUDOS E PESQUIAS - CEDEP
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS- CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “INVESTIGACAO DA ATIVIDADE
ESPASMOLITICA in vitro DE Lippia alnifolia Schauer (Verbenaceae) EM
TRAQUEIA DE COBAIA”, protocolo n° 002/181113, que utiliza 20 animais da
espécie Cavia porcellus, sob a responsabilidade de Eriane Dantas Bezerra, estando de
acordo com os principios éticos de experimentacdo animal do Comité de Etica e
Deontologia em Estudos e Pesquisas da Universidade Federal do Vale do Séao
Francisco.

Certify that the project entitled “Research of spasmolytic activity Lippia alnifolia
Schauer (Verbenaceae) in guinea pig trachea”, protocol number 0002/181113,
utilizing 20 animal species Cavia porcellus, under the responsibility Eriane Dantas
Bezerra, being in accordance with the ethical principles of animal experimentation
adopted by Committee of Ethics and Deontology Studies and Research at the Federal
University of Vale do S&o Francisco.
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