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RESUMO

O estragol € um constituinte natural de diversas plantas, como manjericao,
erva-doce, anis-estrelado e Croton zehntneri, planta bastante popular no nordeste
brasileiro. E utilizado como aromatizante nas industrias alimenticia, cosmética e
farmacéutica, além de ser utilizado na medicina e culinéria populares. Sado conhecidos
alguns efeitos antimicrobianos, antifingicos, edematogénicos, antinociceptivos,
bloqueadores de transmissdo neuromuscular, depressores de sistema nervoso
central, diminuicdo de excitabilidade neuronal e antiespasmaédicos. Porem inexistem
estudos de seus efeitos na musculatura cardiaca. Para avaliar os efeitos do estragol
sobre a atividade mecanica do musculo cardiaco foram desenvolvidos protocolos
utiizando musculos papilares de ratos Wistar machos. Os experimentos foram
realizados por meio de registros da tensdo isométrica, evidenciados a partir de
estimulacdo elétrica — frequéncia de 0,5 Hertz, pulsos de 10 volts, duracdo 5
milissegundos — na auséncia e na presenca de estragol. Os resultados demonstraram
gue o estragol promoveu reducado na producédo de forca muscular isométrica. Também
houve reducao nas velocidades maximas de contracao e relaxamento. Os parametros
temporais da contracdo (tempos para atingir o pico de forca e de relaxamento
completo) ndo sofreram alteracao significativa. Foram realizadas pausas (15, 30 e 60
segundos) na estimulacdo elétrica para verificacdo das potenciacdes pos pausa e
relativa, e o que se constatou foi diminuicdo nas potenciacées pos pausa em relacéo
aos controles e aumento nas potenciagdes relativas. Todos esses efeitos ocorreram
de maneira concentracdo-dependente. Em solugdo contendo concentragbes
crescentes de ion calcio, o estragol reduziu a forca maxima e deslocou a forca/[Ca?*]
para a direita. O efeito inotropico negativo do estragol ndo foi revertido pela presenca
de isoproterenol. Estes dados sugerem que o efeito inotropico negativo do estragol &
consequéncia do blogueio de canais de calcio presentes na membrana celular.

Palavras-chave: masculo cardiaco, estragol.



ABSTRACT

The estragole is a natural constituent of many plants, such as sweet-basil,
sweet-fennel, star anise and Croton zehntneri, quite popular plant in northeastern
Brazil. It is used as a flavoring in the food, cosmetics and pharmaceuticals industries,
as well as being used in popular medicine and cooking. There are some known effects,
like antimicrobial, antifungal, edematogenic, antinociceptive, neuromuscular
transmission blockers, central nervous system depressants, decreased neuronal
excitability and antispasmodic. Despite that, there are no studies about his effects in
heart muscle. To evaluate the effects of estragole on the mechanical activity of cardiac
muscle, protocols were developed using papillary muscle of male Wistar rats. The
experiments were performed through records of isometric tension, evidenced from
electrical stimulation - frequency of 0.5 Hertz, 10-volts pulses, 5 milliseconds duration
- in the absence and presence of estragole. The results demonstrated that the
estragole promoted a decrease in the production of isometric muscle strength. There
were also reductions in maximum speed of contraction and relaxation. The temporal
parameters of contraction (time to peak force and complete relaxation) didn’t
demonstrate significant change. Breaks were sustained (15, 30 and 60 seconds) in
electrical stimulation to check the post-rest and relative potentiation, and what we
found was a decrease in post-rest potentiation compared to controls and increased on
relative potentiation. All these effects occurred concentration-dependent manner. In
solution containing increasing concentrations of calcium, estragole reduced maximum
strength and shifted strength/[Ca?*] to the right. The negative inotropic effect of
estragole was not reversed by the presence of isoproterenol. These data suggest that
the negative inotropic effect of estragole is a consequence of blocking calcium
channels present on the cell membrane.

Palavras-chave: cardiac muscle, estragole.
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1. INTRODUCAO

1.1. ACOPLAMENTO EXCITACAO-CONTRACAO E CONTRATILIDADE NO
MUSCULO CARDIACO

Acoplamento excitacdo-contracdo (AEC) é um termo utilizado para designar
uma série de eventos que envolvem a geracao do potencial de acdo até o processo
de liberacdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico. Neste processo o ion calcio tem
fundamental importancia. Ringer (1883), ja havia observado a importancia do calcio
na contracdo de musculo cardiaco em seus estudos ainda no século 19.

Conforme Oliveira (2014), “no musculo cardiaco a contracdo € controlada
pelas variagbes da quantidade de calcio mobilizado, das velocidades de liberacdo e
de captacdo e pela sensibilidade do aparelho contratil ao célcio. Outro fator que
participa da regulacéo da forca de contragdo é a modulagao da extrusao de calcio”.

Para que o acoplamento excitacdo-contracdo e a contratiidade ocorram,

diversas estruturas celulares sao envolvidas.

1.1.1. SARCOLEMA E TUBULOS TRANSVERSOS

Sarcolema é a membrana plasmatica da célula, sendo composto pela bicamada
de moléculas fosfolipidicas. No sarcolema estéo localizados os canais e bombas por
onde o calcio entra e sai da célula, além de possuir uma invaginacdo chamada de
tubulo transverso (ou tdbulo T) que, ao aumentar a area de superficie, facilita a
propagacao do estimulo excitatério para dentro da célula. Estas estruturas tubulares
possuem canais de calcio dependentes de voltagem que apresentam importante papel
no processo de contragdo muscular e contribuem com a liberacao de calcio do reticulo
sarcoplasmatico (AIRES, 2012).

1.1.2. RETICULO SARCOPLASMATICO
Segundo Aires (2012), trata-se de um “sistema tubular, de localizagdo

estritamente intracelular, composto por tdbulos que correm longitudinalmente por

entre as miofibrilas e, no disco Z, formam cisternas que entram em contato com o
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sistema transverso”. Estas organelas apresentam importante papel na ativacao da
contracdo e no processo de relaxamento da fibra muscular cardiaca pois sao
reservatorios intracelulares de calcio, e suas principais funcdes sdo sequestrar e

liberar calcio para o mioplasma.

1.1.3 MIOFILAMENTOS

Os miofilamentos sé@o constituintes dos midcitos cardiacos com importante
papel mecanico na contracdo e no relaxamento muscular. Sdo constituidos pelos
filamentos grossos, contendo miosina, e pelos filamentos finos, contendo actina, bem
COmMo por outros componentes contrateis do citoesqueleto, como a tropomiosina e o
complexo troponina (subunidades TnC, Tnl e TnT). Este material contratil, organizado,
formando uma estrutura repetitiva chamada sarcémero, € considerado a unidade
contratil basica do musculo (AIRES, 2012).

O sarcomero € limitado por duas linhas ou discos Z. Entre eles, ha regides
claras e escuras denominadas, respectivamente, bandas | e A. A banda | € uma regiédo
isotropica, ndo desvia a luz polarizada e é composta por filamentos finos que se ligam
a linha Z. Assim, de cada lado da linha Z, temos uma hemibanda I. A banda A é
anisotrépica, desvia a luz polarizada, dai sua aparéncia escura quando vista ao
microscépio de polarizac&o. E constituida por filamentos grossos. Nas porcées laterais
da banda A, existe uma regiao de superposic¢éo de filamentos grossos e finos e, entre
estas, temos uma regido onde s6 se encontram filamentos grossos. A esta Ultima
regido, localizada no meio da banda A, chamamos de banda H. Na por¢cdo mediana
dos sarcomeros, no meio da banda A, os filamentos grossos apresentam um
espessamento que gera a linha M. A figura 1 mostra os componentes da fibra
muscular (AIRES, 2012).

A contracdo muscular ocorre devido ao deslizamento dos filamentos finos
(actina) sobre os filamentos grossos (miosina), decorrente da ligacdo em ciclos
repetitivos das cabecas da miosina nos filamentos da actina, seguida de mudanca
conformacional das cabecas da miosina, energizadas pela hidrélise de ATP. Todavia,
este deslizamento sO6 é possivel a partir de variacdes dos niveis do ion célcio no
mioplasma da célula. Em condic&o de repouso, os sitios de ligacdo das cabecas da
miosina com a actina, para formar as pontes cruzadas em estados de forte ligacdo e

gerar o deslizamento, estdo bloqueados pela tropomiosina. Quando o potencial de
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acdo atinge o sarcolema e se propaga aos tubulos T, ocorre alteragdo conformacional
dos receptores de diidropiridina sensiveis a voltagem. Estes receptores interagem
com os canais liberadores de calcio presentes na membrana do reticulo
sarcoplasmético, os receptores rianodinicos, causando elevacdo consideravel na
concentracéo citoplasmatica de célcio, ja que esta organela € o principal reservatorio
de ion célcio do mioplasma cardiaco. Este ion liga-se a troponina C presente no
filamento fino (complexo troponina/tropomiosina) gerando alteracdo conformacional
deste complexo e expondo o sitio de ligacdo da miosina com a actina, permitindo o
desencadeamento do ciclo de pontes cruzadas e, consequentemente, a geracao de
forca e/ou o encurtamento muscular. O processo de relaxamento se da,
principalmente, pela recaptacédo do ion calcio mioplasmatico pela Ca?* ATPase do
reticulo sarcoplasmatico. Quando o ion calcio se desliga da troponina C, a
tropomiosina volta a bloquear o ponto de ligagdo da miosina a actina, promovendo
relaxamento muscular (OLIVEIRA, 2014).

o N, ) '\- \/“l

Linha Z Linha Z

Banda | Banda A Banda |
Reticulo Linha Z Sarolmere ez
Fibra Tabulos T  sarcoplasmatico
Nuacleo - q,w—-'x ‘o.............:z:;zxv. -
Filamento gr o .: = :.:...:_.:_:_:; =
Filamento fino Eo T N oy

Troponina

Actina Tropomiosina Miosina

Figura 1: Organizagdo da fibra muscular. Disponivel em
http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Histologia/epitelio22.php Acesso em 07-Jan-2014.
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1.1.4 CANAIS DE CALCIO DO SARCOLEMA

Segundo Aires (2012), “os canais de calcio dependentes de voltagem séao
complexos proteicos multiméricos, que intermedeiam a entrada de ions célcio nas
células excitaveis”. Dois tipos destes canais s&o expressos no coragao: T e L (lcat €
Ica,L), sSendo o tipo L 0 mais comumente expresso no coracao.

No miocardio, “o influxo de Ca?* estimula a liberacdo de Ca?* do estoque
intracelular do reticulo sarcoplasmético, com subsequente aumento transiente da
concentracdo intracelular de Ca?", que resulta na ativagdo dos miofilamentos,

produzindo a contracdo muscular” (AIRES, 2012).

1.1.5 TROCADOR SODIO/CALCIO (NCX)

Conforme Aires (2012), trata-se de um trocador que “funciona com uma
estequiometria de 3Na:1Ca, isto é, a entrada de 3 ions Na* para o meio intracelular
fornece energia suficiente para transportar um ion Ca?* do citoplasma ao exterior da
célula”. Contudo, o sentido em que ocorre a troca pode ser invertido, seja pelo
potencial de membrana, seja pelo gradiente eletroquimico dos ions, o que acarreta
em entrada de calcio ao mioplasma e saida de s6dio ao espaco extracelular. Desta
forma, este canal pode participar da ativacdo do processo contratil e auxiliar no
relaxamento da fibra (AIRES, 2012; OLIVEIRA, 2014).

1.1.6 RECEPTORES DIIDROPIRIDINICOS (DHPR) e RECEPTORES DE
RIANODINA (RYR)

Os receptores diidropiridinicos (DHPRs) estdo localizados na membrana
sarcolemal e o0s receptores de rianodina (RyRs) na membrana do reticulo
sarcoplasmatico. O potencial de acgao, ao atingir os DHPR’s, induz uma alteracéo
conformacional neste receptor. Esta alteracdo acarreta em entrada de calcio para o
mioplasma e gera a abertura dos canais liberadores de célcio do reticulo
sarcoplasmatico, os RyR’s, causando o aumento da concentracdo de calcio no
citoplasma da célula. Este processo € conhecido como liberacdo de calcio induzida
por calcio, e é fundamental para elevar a concentracdo mioplasmatica deste ion a

niveis suficientes para gerar a contragcdo muscular (AIRES, 2012; OLIVEIRA, 2014).
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1.1.7 BOMBA DE CALCIO DO RETICULO SARCOPLASMATICO (SERCA) E
FOSFOLAMBAM (PLB)

Conforme Aires (2012), importante fase do relaxamento muscular ocorre
guando o Ca?* é sequestrado pelo reticulo sarcoplasmatico através da Ca?* ATPase
— SERCA - de sua membrana. Com a reducdo da concentracdo de calcio no
mioplasma, a tropomiosina retorna a sua posicao de repouso, bloqueando o local de
ligagdo para a miosina na actina, e a contracdo nao pode ocorrer. Esta bomba tem
sua atividade reduzida por um polipeptidio chamado fosfolambam, que associa-se

fisicamente a bomba quando desfosforilado.

1.2.  SUBSTANCIAS NATURAIS E OLEOS ESSENCIAIS

Conforme Viegas JR & Bolzani (2006), os produtos naturais sdo utilizados
pela humanidade desde tempos imemoriais. A busca por alivio e cura de doencas pela
ingestao de ervas e folhas talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilizagcéo
dos produtos naturais. A historia do desenvolvimento das civilizagbes Oriental e
Ocidental é rica em exemplos da utilizacdo de recursos naturais na medicina, no
controle de pragas e em mecanismos de defesa, merecendo destaque as civilizagdes
Egipcia, Greco-romana e Chinesa. A medicina tradicional chinesa desenvolveu-se
com tal grandiosidade e eficiéncia que até hoje muitas espécies e preparados vegetais
medicinais sao estudados na busca pelo entendimento de seu mecanismo de agao e
no isolamento dos principios ativos. As técnicas desenvolvidas e utilizadas no Egito
para conservacdo de mumias ainda sdo um desafio para a Quimica moderna. Na
Idade Antiga, além de técnicas medicinais, muitos venenos foram descobertos na
natureza e utilizados para fins de defesa, caca e mesmo ilicitos, como a utilizacéo do
veneno de Hemlock (Conium maculatum) na execuc¢éo de prisioneiros.

O uso de produtos de fonte natural como medicamento foi muito comum na
Antiguidade, periodo geralmente chamado de pré-cientifico, quando ja se verificava a
importancia da utilizacdo de substancias botanicas na forma de dOleos, tais como os
Oleos de oliva, gergelim, ricino, entre outros. No Egito Antigo, ha textos famosos de
medicina, como o papiro de Ebers, um dos mais antigos tratados médicos conhecidos

com cerca de 3500 anos, que prescreve o0 uso terapéutico de 6leos como os de alho,
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girassol, acafrao, terebentina e outros e o uso de mel ou de cera de abelhas como
veiculo ou ligamento para os 6leos usados visando-se a melhoria da absor¢cdo do
medicamento, existindo na época inclusive um exético extrato oleoso de vibora usado
para tratamento de calvicie. Na India da Antiguidade, tém-se os textos conhecidos
desde 3000 a.C. como Ayurvedas (“ciéncia da vida”), que descreviam a utilizagdo de
diversos Oleos viscosos para o tratamento de uma série de doencas e cujo maior
desenvolvimento se deu no século V a.C.. Para a tradicdo de Ayurvedas ha a lenda
do médico dos deuses Dhanwantari (ou Dhanvantari) que é tido como o controlador
da medicina e que pode ser representado carregando um pote com 0 néctar oleoso
da imortalidade, amrita. Realmente, desde a Antiguidade e até a Idade Média, ja se
destacava o0 uso de remédios botanicos na forma de 6leos, como os de oliva, de rosa,
de meimendro, de gergelim e ricino, de mostarda e de nozes (NOGUEIRA et al, 2009).

Atualmente, um grande numero de produtos medicinais sdo derivados de
substancias naturais. Conforme Viegas JR & Bolzani (2006), no inicio, 0s quimicos
estudavam plantas consagradas pelo uso popular, geralmente incorporadas as
farmacopéias da época, limitando-se ao isolamento e a determinacdo estrutural de
substancias ativas. Dada a importancia das plantas para a medicina da época, a
Quimica e a Medicina passaram a ter uma estreita relacédo, o que permitiu um rapido
desenvolvimento de seus campos especificos. Desta forma, muitas substancias ativas
foram conhecidas e introduzidas na terapéutica, permanecendo até hoje como
medicamentos.

Os 6leos essenciais apresentam uma grande importancia econémica, sendo
muito utilizados na industria como edulcorantes e aromatizantes, em perfumaria na
composicdo de sabdes, desinfetantes e cosméticos em geral, na preparacdo de
alimentos como doces caseiros, licores, bebidas arométicas refrescantes e
aguardente de cana. Sdo também muito utilizados na medicina popular, na forma de

chés e infusatos.

1.3. ESTRAGOL

De acordo com Vincenzi et al (2000), o estragol (C10H120) é um constituinte
natural de determinadas plantas como, por exemplo, manjericdo, funcho, anis-

estrelado e erva-doce. Também pode ser extraido de folhas de Croton zehntneri
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(figura 2), também conhecida, no nordeste brasileiro, por canela de cunhd, canelinha
ou canela-brava. (COELHO-DE-SOUZA, 2013).

Figura 2: Planta de Croton zehntneri. Disponivel em
http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/canelinha-croton-zehntneri.html. Acessado em 19-Jan-
2015.

Possui alguns sinbnimos como: metilchavicol, p-alilanisol, chavicol metiléter,
4-metoxialilbenzeno. Recebeu status de GRAS — Generally Recognized as Safe pela
FEMA — Flavor and Extract Manufacturer’s Association, e foi aprovado pela Food and
Drug Administration para uso alimentar (VINCENZI et al, 2000)

Na figura 3 esta representada a estrutura molecular do estragol.

OCH3;

H.C™

Figura 3: Estrutura molecular do estragol. Disponivel em
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/fluka/34098?lang=pt&region=BR Acesso em 18-Jan-
2015

Apresenta ampla utilizacdo como aromatizante nas industrias alimenticia,

cosmeética e farmacéutica (Vincenzi, 2000; Leal-Cardoso, 2004; Ponte, 2012; Alves,
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2013), além de ser amplamente utilizado na medicina e culinaria populares (Lazarini
et al, 2000; Leal-Cardoso, 2004; Alves, 2013).

Possui acfes antimicrobianas descritas (Costa, 2008; Rodrigues, 2009;
Shahat, 2011; Alves, 2013), e poder de inibir o crescimento das bactérias
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, bem como de potencializar o
efeito do antibiético Gentamicina em 42,8% contra P. aeruginosa (Rodrigues et al,
2009). Conforme Costa et al (2008), estragol apresentou atividade frente a todas as
bactérias testadas exceto contra Salmonella typhimurium, sendo o melhor resultado
frente a Shigella flexneri.

Também acdes antifungicas ja foram percebidas, revelando atividade contra
M. canis e Candida spp (Fontanelle, 2008), e mostrando um sinergismo bastante
consideravel com Cetoconazol no tratamento da Candida albicans (Shin & Pyun,
2004). Conforme Shin & Kang (2003), o 6leo essencial da Agastache rugosa contendo
49,42% de estragol inibiu significativamente o crescimento de dez espécies fungicas.

Conforme Ponte et al (2012), estragol em doses de 10 a 30 mg/kg, inibiu o
efeito edematogénico induzido por diversas substancias, tais como carragenina,
substancia P, bradicinina, histamina, TNF-a, composto 48/80, serotonina e
nitroprussiato de sodio.

Conforme Cavalcanti et al (2012), utilizando Croton zehntneri na cicatrizagéo
de feridas cutaneas, houve reducdo na exsudacdo e no edema em proporcdes
semelhantes ao uso de dexametasona. Também ocorreu aumento na velocidade de
fechamento de feridas cutéaneas.

Conforme Coelho-de-Souza et al (2013), o tratamento oral com o Croton
zehntneri e seu principal constituinte, anetol, induziu uma atividade antiulcerativa, em
ulceras induzidas por indometacina e por etanol em ratos. Um efeito que parece, pelo
menos parcialmente, relacionado ao aumento da produgédo de muco gastrico.

Oliveira et al (2001), em sua pesquisa com 0Oleo essencial de Croton zehntneri,
onde predominava o constituinte anetol, mas que continha também estragol,
evidenciaram eficacia deste composto como antinociceptico. Atividades vasoativas
(Soares et al, 2007), bradicardicas (Siqueira et al, 2006) e miorrelaxantes
(Albuguerque, 1981) também ja foram observadas.

Albuquerque et al (1995), utilizando o extrato do Croton zehntneri, bem como
seus constituintes anetol e estragol isoladamente, percebeu alguns eventos no

musculo esquelético (ratos e sapos de ambos os sexos), e sugere que tanto o CzOE
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— Oleo essencial de Croton zehntneri, quanto os constituintes isolados, possuem dois
locais de acdo na fibra muscular: a membrana pds juncional, bloqueando a
transmissdo neuromuscular, e o reticulo sarcoplasmatico, aumentando o calcio
mioplasmatico. Perceberam que o estragol (além do anetol e do CzOE) reduziram a
amplitude de contracdo muscular do gastrocnemio de sapo gerada por estimulacao
ciatica. Em musculo diafragma de ratos, evidenciaram acentuada inibicdo da resposta
a estimulacéo indireta (via nervo frénico) pelos 3 compostos, sendo que a acao mais
acentuada foi demonstrada pelo estragol (cerca de 74% de reducao). Em relacéo a
estimulacdo direta ao muasculo (0.1 — 10.0 ms, 0.3 Hz), estragol também causou
reducdo da resposta (cerca de 38%). Em musculo reto do abdome de sapos, estragol
(e os outros 2 compostos) reduziu a amplitude de contracdo induzida por acetilcolina.
Em reto abdominais e sartérios de sapos, evidenciaram que 0s 3 compostos
potencializaram as contragfes induzidas por cafeina. Também observaram a
producao, por parte dos 3 compostos, de contracdes de arrefecimento rapido.

Batatinha et al (1995), em sua pesquisa com Oleo de Croton zehntneri obtido
por destilacéo a vapor e submetido a agitacao vigorosa em agua e porterior filtragem,
evidenciou efeito depressor do sistema nervoso central de ratos e camundongos, que
receberam o composto por via oral. Para tal observacéo, utilizaram-se de diversos
protocolos experimentais, com animais que receberam 0 composto (grupo
experimental) e animais que receberam agua (grupo controle), como a avaliacéo de
deambulacdo e imobilidade em campo-aberto, avaliagdo de tempo de perda de
reflexos posturais com a administragao de pentobarbital, avaliagdo do comportamento
esteriotipado apdés administracdo de apomorfina, avaliacdo de catalepsia apés
administracéo de haloperidol e avaliacao do limiar de convulsdo apds administracao
de pentylenetetrazol.

Alves et al (2013), pesquisaram a acdo do estragol — dissolvido em
dimetilsulféxido (DMSO) — na excitabilidade de géanglios da raiz dorsal de ratos,
examinando a geracdo do potencial de acdo e a corrente de sodio em neurdnios
intactos e isolados. Observaram que houve bloqueio na geracao do potencial de acéao
por inibicdo direta da ativacéo dos canais de sédio voltagem-dependentes. Esta acédo
ocorreu de forma concentracdo-dependente.

Leal-Cardoso et al (2004), investigaram os efeitos do estragol — dissolvido em
dimetilsulféxido (DMSO) — no potencial de acdo em nervo ciatico de ratos estimulado

eletricamente e verificaram diminuicdo na excitabilidade de maneira concentragéo-
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dependente e reversivel. As concentragfes de estragol que demonstraram tal efeito
foram as acima de 2,0 mM.

Alves (2009), utilizando 6leo essencial extraido de folhas de Croton zehntneri,
contendo anetol e estragol, e avaliando parametros contrateis de masculo liso traqueal
de ratos, chegou as seguintes conclusfes: o estragol, anetol e CzOE apresentam
efeito antiespasmodico, mas ndo possuem efeitos sobre o tbnus espontaneo do
musculo liso traqueal de rato; estragol, anetol e CzOE inibem a via de ativacédo dos

canais de calcio voltagem dependentes de forma similar a nifedipina.

1.4. JUSTIFICATIVA

Conforme observamos, o estragol vem sendo amplamente utilizado. Na
medicina popular, nas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica e em
pesquisas cientificas, vem sendo testado e utilizado como edulcorante, aromatizante
e conservante; utilizado em perfumes e cosmeéticos; como estimulante de apetite, para
distarbios intestinais e célicas; como sedativos, ansioliticos, para irritabilidade e
convulsdes; como antiinflamatorios e até como cicatrizantes em lesfes de pele.

Paralelamente, muitos estudos demonstraram efeitos deste composto em
células excitaveis, como ganglios da raiz dorsal, nervo ciatico, SNC, musculo liso
traqueal e musculo esquelético. Porém, a despeito de todo este interesse, ndo existem

trabalhos demonstrando seus efeitos sobre a atividade de musculo cardiaco.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do estragol em parametros de contratilidade do musculo

cardiaco de ratos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito inotrépico do estragol em concentracdes cumulativas, sobre
amplitude, parametros temporais, velocidade de contragdo e relaxamento e
potenciacdo pds pausa na contracdo isométrica em musculo papilar de rato.

Avaliar o efeito inotropico do estragol em diferentes concentracdes de célcio
extracelular em musculo papilar de rato.

Avaliar o efeito da intervencao inotrépica positiva induzida por isoproterenol

sobre musculo papilar de rato, na auséncia e na presenga de estragol.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS

Para a execucdo deste trabalho, foram utilizados ratos Wistar, adultos,
pesando entre 250 e 300 gramas (n=21). Os animais foram fornecidos pelo Biotério
do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parand, apds aprovacéo
do projeto pelo Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA — sob o niimero 829/2014.
Esses animais foram mantidos em gaiolas, sob condi¢des de controle de temperatura
e ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a racao e agua. Os cuidados e 0
uso dos animais obedeceram as determinagdes das “Normas de Uso e Manuseio de

Animais Experimentais” da Universidade Federal do Parana.

3.2. METODOLOGIA DAS PREPARACOES COM MUSCULO PAPILAR INTACTO

Os ratos foram heparinizados (500 Ul, ip) e anestesiados com cloridrato de
ketamina (50 mg/kg, ip) e xilazina (20 mg/kg, ip). ApOs constatacdo de efetiva
anestesia, através da auséncia de respostas a estimulos dolorosos, foi realizada
exsanguinacao e imediata toracotomia e retirada do coragao, que foi colocado em uma
placa de Petri com cerca de 15 a 20 mililitros de solucdo de Ringer, com a seguinte
composicao (em milimolar): NaCl = 110; KCI = 4,0; CaClz = 2,0; MgClz = 2,0; Trizma
= 10. A solucdo também continha glicose 0,2% e pH ajustado para 7,4, utilizando-se
NAOH 1,0 molar ou HCI 1,0 molar. Mediante o emprego de pinos metalicos colocados
no apice e na base, o coracao foi afixado no fundo de silicone de uma placa de Petri.
Com a utilizagdo de pingas e tesouras oftalmologicas, bem como de um
estereomicroscopio, era realizada abertura do ventriculo direito e dissecacdo do
musculo papilar, com preservacao da extremidade tendinea valvar e de uma porcéo
do miocérdio, para servirem de fixag&do da preparacao.

Apés a dissecacgdo apropriada, o musculo papilar foi colocado em camara de
vidro com volume de 17 mililitros, contendo a solucdo de Ringer supracitada, sendo
mantida a temperatura da solugcdo em 32 +£1°C, além de permanecer continuamente

gaseificada com oxigénio. Nesta camara, com o uso de pincas adequadas, as
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extremidades do musculo foram entdo fixadas. Uma das extremidades em posicao
estacionéria e a outra a um transdutor de forca (WPI-Fort 10, Transuction Laboratories
Co.) Antes de cada experimento, o transdutor de forca foi calibrado mediante o
emprego de massas conhecidas (padrdo). O transdutor de forca apresentou
linearidade numa ampla faixa de forca.

Os musculos papilares foram estimulados por pulsos retangulares de 10 volts,
com duracdo de 5 milissegundos e frequéncia de 0,5 Hz, através de um par de
eletrodos de platina posicionados ao longo de toda a extensdo do musculo e estirados
até Lmax (comprimento de masculo no qual a tensao ativa € maxima).

Os registros do desenvolvimento de forca foram obtidos mediante o emprego
de conversores analogico digital / digital analégico (AD Instruments PowerLab 4/30) e
analisados utilizando-se o software LabChart 7.3.7. Apés periodo de estabilizacéo, de
30 a 45 minutos, os protocolos experimentais eram iniciados.

As contracdes geradas pelas preparacdes eram do tipo isométricas, que sédo
aguelas realizadas quando uma preparacdo de musculo tem suas extremidades fixas
e ao ser estimulado contrai-se, gerando for¢ca. Mas o0 musculo ndo se encurta, dai o
nome: iso = mesmo, métrico = comprimento.

O didmetro das preparag@es foi mensurado na sua por¢éao central, mediante
0 emprego de uma graticula posicionada na ocular do estereomicroscopio. Assim, 0s
dados estédo expressos em valores absolutos, como for¢ca (em mN) pela area de secao

transversa.

3.3. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.3.1. CURVA DE CONCENTRACAO-RESPOSTA

Para avaliar a concentracéo a ser utilizada neste estudo, curva concentracéo-
resposta foi realizada por meio de adicdo cumulativa do estragol a solugao nutridora
(n=6). As concentragdes testadas foram (em milimolar): 0,05; 0,1; 0,3; 0,5; 0,7 e 1,0.
O intervalo de tempo entre as concentracdes nado foi pré-determinado, mas sim
guando se alcancava o0 estado estacionario da producdo de forca em cada

concentracéao testada.
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Os parametros temporais da contracdo — tempo para atingir o pico de forca
isométrica (TP) e tempo de relaxamento completo (TR) — foram obtidos,
respectivamente, fazendo-se as medidas, em milissegundos, entre o inicio da
contracao e a forca méxima, e a partir desta até o relaxamento da preparacao. Desta
forma media-se o0 tempo total para atingir o pico de forca e o tempo total de
relaxamento. Todos o0s parametros eram obtidos e avaliados antes e apds o
tratamento com estragol e sob estimulacéo de condicdo-estabilizada.

Na figura 4, temos um registro original de um experimento tipico da producéo
de forga, em um intervalo de tempo, demonstrando a mensuragao dos TP e TR.
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Figura 4: Método de mensuracgéo dos tempos para atingir forca maxima e completo relaxamento da
contracdo de musculo papilar de rato estimulado eletricamente.

Foram obtidos os parametros de velocidade maxima de contragcdo (+dF/dT) e
relaxamento (-dF/dT), tomando os valores nos picos maximo e minimo do registro de

velocidade de contracdo e relaxamento, conforme a figura 5.
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+dF/dT

o
VELOCIDADE (g/s)

-dF/dT

12 47:12,5 47:13 47:135 47:14 47:14,5 47:15 47:155 47:16 47:16
TEMPO (min)

Figura 5: Método de mensuracdo das velocidades maximas de contracdo e relaxamento de musculo
papilar de rato estimulado eletricamente.

No estado estacionario, na auséncia e em cada concentracdo de estragol
empregada, cessou-se a estimulacédo elétrica por 15, 30 e 60 segundos. Considerou-
se a magnitude da primeira contracdo apés o reinicio da estimulacdo elétrica como
potenciacdo pés pausa. Os valores estdo expressos em valores absolutos de forca
em relacdo aos valores imediatamente anteriores ao periodo de cessagdo da

estimulacao elétrica, ou em valores percentuais da potenciacdo pds pausa.

3.3.2. PROTOCOLO CONTROLE

Este protocolo (n=4) foi realizado com o objetivo de verificar se as respostas
musculares obtidas no protocolo de concentracdo-resposta ndo eram provenientes da
acao do tempo de experimento. Para tal, os experimentos foram realizados por um

periodo de 120 minutos, tempo maximo utilizado no protocolo anterior, porém sem a
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adicdo do estragol & solucéo nutridora. A for¢a de contracdo foi mensurada aos 30,
60, 90 e 120 minutos.

3.3.3. PROTOCOLO DE CONCENTRAGAO-RESPOSTA AO CALCIO

Visando avaliar a acdo do estragol em diferentes concentracdes de calcio
extracelular, curvas concentracdo-resposta foram realizadas por meio da adicéo
cumulativa de CaClz ao banho, tanto na auséncia como na presenca de estragol 0,5
mM (n=5). As concentracdes de calcio extracelular testadas foram (em milimolar): 0,1,
0,3; 2,0; 4,0 e 10. Empregamos 0,5 mM de estragol pois esta concentracao reduziu
em aproximadamente 50% a producdo de for¢ca nas condi¢bes controle, conforme
seré descrito no item 4.1.

3.3.4. PROTOCOLO DE INTERVENCAO INOTROPICA

Para verificar a acdo de intervengdes inotropicas positivas sobre o efeito do
estragol, foi realizado o seguinte protocolo (n=6): apds estabilizacdo da preparacao
conforme descrito anteriormente, era adicionado isoproterenol (0,1 mM) a solucéo
nutridora. Apds nova estabilizacao, era mensurado o pico de forca (F) nesta condicao.
A preparacdo era entdo submetida novamente ao Ringer. Mais uma vez apos
estabilizacao, era adicionado estragol (0,5 mM). Por fim, aguardando mais uma vez a
estabilizacao da preparacéao, era adicionado isoproterenol (0,1 mM), para verificar se
este agonista de receptores beta-adrenérgicos possuia a capacidade de reverter o

efeito inotropico negativo induzido pelo estragol.

3.4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sao apresentados como média + erro padrdo da média (EPM).
Os dados obtidos foram analisados usando-se o teste t-Student, para a comparacao
de uma unica condicéo experimental em relacdo ao controle, e ANOVA, para multiplas

comparacdes na mesma condicdo experimental. Quando ANOVA revelou uma
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diferenca significativa, o teste de Tukey foi aplicado para comparagéo dos contrastes.
Valores de p<0,05 foram considerados como significativos. A analise dos dados foi

realizada utilizando-se o software SigmaPlot 12.0.
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4. RESULTADOS

4.1. CURVA DE CONCENTRACAO-RESPOSTA

Neste protocolo experimental (n=6), o objetivo foi observar o efeito do estragol
em concentracfes cumulativas, além de estabelecer a concentracdo a ser utilizada
nos demais protocolos experimentais do estudo. Conforme demonstrado na figura 6,
o estragol induziu reducdo na producdo de forca muscular isométrica de maneira

concentracdo-dependente.
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Figura 6: Efeito do estragol em concentracdes cumulativas na producado de forga em musculo papilar
de rato estimulado eletricamente. Valores expressos em mN/mm?2, Média, EPM. Os simbolos indicam
diferenca estatisticamente significante em relagcéo aos valores de forca no controle (p<0,05).
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Os dados estdo apresentados como média + EPM (em miliNewtons por
milimetro quadrado). Notamos que o estragol na concentracéo de 0,5 mM reduziu em
aproximadamente 50% a forca de contracdo em relacéo ao controle. Desta forma, foi
empregada como CI50 (concentragdo inibitéria de 50% da producdo de for¢ca) em
protocolos experimentais que necessitassem o uso de dose Unica do composto.

Na tabela 1 (em anexo), estdo os dados obtidos neste protocolo experimental.

A figura 7 € um registro original de um experimento tipico demonstrando o

efeito do estragol na producéo de forca de musculo papilar isolado de rato.

/\/\AA&

CONTROLE EO,3 Mm EO,5 Mm EO, 7 Mm E1,0 Mm
TRATAMENTOS

FORCA

Figura 7: Curvas de desenvolvimento de forca obtidas no controle e em concentragdes crescentes de
estragol em musculo papilar isolado de rato estimulado eletricamente.

4.2. PROTOCOLO CONTROLE

Este protocolo (n=4) visava verificar se as respostas musculares obtidas nos
protocolos experimentais ndo eram provenientes da acao do tempo de experimento.
A figura 8 mostra os resultados obtidos, indicando que a for¢a de contragcdo manteve-

se praticamente estavel durante todo o tempo de experimento.
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Figura 8: Producdo de forca em musculo papilar de rato estimulado eletricamente, na auséncia de
estragol. Valores em mN/mm2. Média, EPM.

Houve uma reducédo de apenas 5,59% entre a maior e a menor producéo de
forca neste protocolo.

A tabela 2 (em anexo) mostra os dados obtidos neste protocolo.

43. EFEITOS DO ESTRAGOL NOS PARAMETROS TEMPORAIS DA
PRODUCAO DE FORCA ISOMETRICA

As figuras 9 e 10 demonstram, respectivamente, os efeitos do estragol (0,3; 0,5;
0,7 e 1,0 mM) no intervalo de tempo necessario, a partir do inicio da contragéo, para
se alcancar o valor de forca isométrica maxima e no intervalo de tempo, a partir do
valor maximo de forca, até o completo relaxamento, de musculos papilares

estimulados eletricamente.
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Figura 9: Tempo necessario para obtencao do valor maximo de forga a partir do inicio da contragéo de
musculo papilar isolado de rato estimulado eletricamente. Valores expressos em milissegundos. Média,
EPM. NS indicam valores que ndo diferiram de forma estatisticamente significante em relacdo ao
controle.
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Figura 10: Tempo necessario para obtencdo do completo relaxamento a partir do valor maximo de forca
de masculo papilar isolado de rato estimulado eletricamente. Valores expressos em milissegundos.
Média, EPM. NS indicam valores que nao diferiram de forma estatisticamente significante em relagao
ao controle.

Com excecao da concentracao de estragol 0,3 mM no tempo de relaxamento
(e levemente da concentracdo de estragol 0,3 mM no tempo para atingir o pico de
forca), todas as outras testadas diminuiram os pardmetros temporais da contracao,
porém sem significancia estatistica.

Os dados obtidos neste protocolo estao descritos nas tabelas 3 e 4 (em anexo).

4.4. EFEITOS DO ESTRAGOL SOBRE AS VELOCIDADES MAXIMAS DE
CONTRACAO (+dF/dT) E RELAXAMENTO (-dF/dT)

As figuras 11 e 12 mostram os resultados obtidos em relacéo a velocidade

maxima, tanto no processo de contracao quanto de relaxamento.
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Figura 11: Velocidade maxima da contracdo em musculo papilar de rato estimulado eletricamente.
Valores em mN/mm?/s. Média, EPM. Os simbolos indicam diferenca estatisticamente significante em
relacdo aos valores de for¢ca no controle (p<0,05).
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Figura 12: Velocidade maxima do relaxamento em musculo papilar de rato estimulado eletricamente.
Valores em mN/mm?/s. Média, EPM. O simbolo indica diferenca estatisticamente significante em
relacdo aos valores de for¢ca no controle (p<0,05).

As tabelas 5 e 6 (em anexo) demonstram os dados obtidos neste protocolo.

4.5. EFEITOS DO ESTRAGOL SOBRE A POTENCIACAO POS PAUSA

Foram realizadas pausas de 15, 30 e 60 segundos na estimulacdo elétrica,
visando-se obter a potenciacdo pds pausas (PPP) e, posteriormente, calcular a
potenciacdo relativa pos pausa (PRPP). A figura 13 é um registro original de um
experimento tipico demonstrando a potenciagao pos pausa de musculo papilar de rato

na auséncia de estragol.
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Figura 13: Potenciacdo pds pausa de musculo papilar de rato na auséncia de estragol. A seta vertical
indica a potenciacao da forca ap6s periodo de pausa.

Na figura 14 observamos que as forcas pos pausas sdo potencializadas de
maneira tempo de pausa-dependente, tanto na auséncia quanto na presenca do
estragol. Analisando as potenciacdes relativas pos pausas (figura 15), percebemos
gue a presenca do estragol torna a relagdo matemaética (forca obtida na contracédo pos

pausa com a for¢a imediatamente anterior a pausa) maior.
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Figura 14: Producao de forca pré e pos pausas de 15, 30 e 60 segundos no controle e na concentracao
de estragol 0,5 mM em musculo papilar de rato estimulado eletricamente. Valores em mN/mm?, Média,

EPM.
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Figura 15: Potenciacao relativa pos pausas de 15, 30 e 60 segundos no controle e em concentracdes
cumulativas de estragol em musculo papilar de rato estimulado eletricamente. Os valores de forga estao
normalizados como percentuais do abalo anterior ao periodo de pausa. Os simbolos indicam diferenca
estatisticamente significante em relacdo aos valores no controle (p<0,05).

As figuras 16 e 17 mostram, respectivamente, registros originais de pausa de
15 segundos realizadas no controle e na concentracéo de 0,5 mM de estragol.

Nota-se que a pausa era realizada quando as contracfes estavam ja
estabilizadas, como em todos os demais protocolos. A estabilizacdo das preparaces
era critério para a realizacdo das etapas sequenciais dos experimentos. A forca
gerada imediatamente ap0s a pausa era potencializada, em virtude do aumento dos

estoques de célcio no interior da célula, provenientes do reticulo sarcoplasmatico.
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Figura 16: Curvas de potenciacdo pés pausa de 15 segundos obtidas no controle durante o protocolo
concentragao-resposta.
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Figura 17: Curvas de potenciacéo pés pausa de 15 segundos obtidas com estragol 0,5 mM durante o
protocolo concentracao-resposta.

As tabelas 7 e 8 (em anexo) demonstram os dados obtidos nestes protocolos.

4.6. PROTOCOLO DE CONCENTRACAO-RESPOSTA AO CALCIO

Neste protocolo (n=5), notou-se importante incremento na forca gerada com
as elevacdes de concentracdo de calcio extracelular. Mas com a adi¢do do estragol
(0,5 mM) nas preparacdes, reduziu-se a forca de contragdo em todas as

concentracdes de célcio. Os dados obtidos estdo expostos na figura 18.
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Figura 18: Producgdo de forga em diferentes concentragdes extracelulares de Ca?*, na auséncia e na
presenca de estragol 0,5 mM, em musculo papilar de rato estimulado eletricamente. Valores em
mN/mm2. Média, EPM. Os simbolos indicam diferenca estatisticamente significante em relagdo aos
valores no controle (p<0,05).

A Figura 19 demonstra os dados obtidos neste protocolo normalizados para a

porcentagem em relacdo ao valor maximo de forga.
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Figura 19: Producéo de forca em diferentes concentragdes extracelulares de Ca?*, na auséncia e na
presenca de estragol 0,5 mM, em musculo papilar de rato estimulado eletricamente. Valores em % em
relacdo aos valores maximos de forca.

Percebe-se deslocamento para a direita da forca/[Ca?*]. A tabela 9 (em anexo)

demonstra os dados obtidos neste protocolo.
4.7. PROTOCOLO DE INTERVENCAO INOTROPICA
Este protocolo (n=6) teve como intencao avaliar se o efeito inotropico negativo

gerado pelo estragol (0,5 mM) seria revertido pelo isoproterenol (0,1 mM). A figura 20

demonstra os resultados deste protocolo experimental.
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Figura 20: Producao de forca no controle e ap6s inclusdo de isoproterenol 0,1 mM, na auséncia e na
presenca de estragol 0,5 mM, em musculo papilar de rato estimulado eletricamente. Valores em

mN/mm2. Média, EPM. * = diferencas estatisticas significantes em relacdo ao controle; NS = diferenca
nao significativa em relacéo a for¢a gerada com estragol 0,5 mM.

Com a adicdo do isoproterenol 0,1 mM, houve incremento na forgca de
contracdo muscular, em relagcdo aquela gerada no controle, em virtude de sua
atividade beta-adrenérgica. A preparacao foi entdo novamente submetida a solucao
contendo ringer. Apés nova estabilizacdo, foi submetida ao estragol (0,5 mM) e houve
decremento nos parametros de forga. Por fim, adicionou-se o isoproterenol (0,1 mM)
nesta solucdo, e os parametros foram os mesmos obtidos com o uso do estragol.
Notamos, desta maneira, que o isoproterenol ndo apresentou capacidade de reverter
o efeito inotropico negativo causado pelo estragol.

A tabela 10 (em anexo) mostra os valores obtidos neste protocolo.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, o estragol promoveu efeito inotrépico negativo de forma
concentracdo-dependente (Figura 6 e Tabela 1). Também de forma concentracéo-
dependente, apresentaram reducdo os parametros de velocidades maximas de
contracdo [+dF/dT (Figura 11 e Tabela 5)] e de relaxamento [-dF/dT (Figura 12 e
Tabela 6)]. Foram mensurados os parametros temporais da contragao [tempo para
atingir forca méxima (Figura 9 e Tabela 3) e tempo para atingir relaxamento completo
(Figura 10 e Tabela 4)], mas estes ndo apresentaram reducdo estatisticamente
significativa.

Ao submeter as preparacfes a pausas na estimulacao elétrica, observamos
importante incremento relativo nas forcas pos pausas (Figuras 13, 16 e 17). Com a
adicdo cumulativa de estragol, e também de maneira concentracdo-dependente, as
potenciacbes pos pausas apresentaram diminuicdo de forca em relacdo as
potenciacfes pds pausas no controle (Figura 14 e Tabela 7). Contudo, calculando a
potenciacdo pdés pausa relativa, observamos que o estragol causou aumento
consideravel das mesmas (Figura 15 e Tabela 8). Este efeito demonstra que as
contracdes do abalo foram mais afetadas do que as contracdes pds pausas e sugere
gue a possibilidade de bloqueio de receptores rianodinicos nao esteja envolvido no
efeito inotrépico negativo do estragol, uma vez que tal bloqueio geraria decremento
também nas potenciacdes pds pausas. Da mesma forma, um possivel bloqueio da
bomba de célcio do reticulo sarcoplasmatico também € improvavel, uma vez que tal
blogueio afetaria a recaptacdo do ion pela organela e, consequentemente, 0s
estoques de calcio seriam insuficientes para gerar aumento na potenciacdo pés
pausa. O blogueio na recaptacdo de célcio ocasionaria também elevacdo no nivel
basal de tensdo, o que nao foi observado. O efeito inotrépico negativo do estragol
poderia ser ocasionado por alteracdes na excitabilidade, alteracdo nos canais de
célcio da membrana e/ou reducao na sensibilidade do sistema contratil ao ion calcio.

Sdo de grande importancia para a geracdo de forca contrati no musculo
cardiaco tanto o Ca?* proveniente do espaco extracelular, através dos canais
voltagem-dependentes, quanto o Ca?* liberado pelo reticulo sarcoplasmatico,
liberacdo, esta, influenciada pelo préprio calcio proveniente do espaco extracelular
(BERS, 2002; AIRES, 2012; OLIVEIRA, 2014). Intervencdes que aumentem a entrada
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de Ca?" na célula irdo, proporcionalmente, aumentar a forca de contracdo. Nos
experimentos de concentracao-resposta ao calcio, onde concentracdes cumulativas
de Ca?* foram realizadas na auséncia e na presenca de estragol, obtivemos aumento
na forca de contracdo, de maneira [Ca?*]-dependente, nos experimentos realizados
na auséncia de estragol. Contudo, na presenca do estragol, a forca de contragéo
apresentou incremento muito aquém daquele observado em sua auséncia, isto €,
ocorria elevacao de forca com a adicdo cumulativa de calcio, mas de maneira inferior
aquelas encontradas sem o composto (Figura 18 e Tabela 9). Da mesma forma, houve
um deslocamento da forca/[Ca?*] para a direita (Figura 19). Este efeito reforca as
hipoteses de bloqueio dos canais de célcio do sarcolema e/ou de diminuicdo da
sensibilidade ao ion célcio pelo sistema contratil, mas ndo podemos excluir que o
efeito do estragol seja decorrente de alteracao na excitabilidade, jA que estudos de
excitabilidade de ganglios da raiz dorsal de ratos demonstram que este composto
blogueia canais de sddio de neurbnios intactos e isolados, também de maneira
concentracdo-dependente (Alves, 2013). Efeitos em mais de um sitio podem ser
considerados, atuando paralelamente no desenvolvimento do inotropismo negativo.

A estimulagéo dos receptores B-adrenérgicos ativa AMPc que, por sua vez,
ativa a proteina quinase PKA, que induz a fosforilagdo de outras proteinas importantes
no acoplamento excitagdo-contracdo, tais como a troponina |, os canais de Ca?* do
sarcolema e os canais liberadores de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico. Assim, na
presenca de um agonista B-adrenérgicos, concentracdo maior de Ca?* encontra-se
disponivel na célula a cada excitacdo (AIRES, 2012). O isoproterenol (agonista 3-
adrenérgico) nao reverteu o efeito inotropico negativo induzido pelo estragol (Figura
20 e Tabela 10). Estes dados sugerem que o efeito inotropico negativo produzido pelo
estragol ndo envolve a cascata de sinalizacdo produzida pela ativacdo de beta
receptores.

Muitos trabalhos utilizando o estragol em tecidos excitaveis demonstraram
alguns efeitos. Albuquerque et al (1995), utilizando extrato do Croton zehntneri, bem
como anetol e estragol isoladamente, observando eventos em musculo esquelético
de ratos e sapos, sugerem que tanto o CzOE, quanto os constituintes isolados,
possuem dois locais de agcdo na fibra muscular: a membrana pds juncional,
blogueando a transmissédo neuromuscular, e o reticulo sarcoplasmatico, aumentando
0 célcio mioplasmatico. Batatinha et al (1995) utilizando 6leo de Croton zehntneri

obtido por destilacdo, observaram depresséo do sistema nervoso central de ratos e
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camundongos que receberam o composto por via oral. Leal-Cardoso et al (2004)
estudaram efeitos do estragol, dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO), no potencial de
acao em nervo ciatico de ratos estimulado eletricamente e observaram diminui¢cao na
excitabilidade de maneira dose-dependente e reversivel. Alves (2009) utilizando 6leo
essencial extraido de folhas de Croton zehntneri, contendo anetol e estragol, estudou
parametros contrateis de musculo liso traqueal de ratos e observou inibicdo da via de
ativacao dos canais de calcio voltagem dependentes. Finalmente, Alves et al (2013)
estudaram a acgdo do estragol, também dissolvido em DMSO, na excitabilidade de
ganglios da raiz dorsal de ratos, e observaram bloqueio na geracéo do potencial de
acao por inibicdo direta da ativacdo dos canais de sédio voltagem-dependentes.
Nossos estudos corroboram com resultados obtidos em dois outros realizados
em musculatura cardiaca, mas com analogos do estragol (Damiani et al, 2004,
utilizando eugenol e Soares et al, 2005, utilizando eucaliptol). Os protocolos de
concentracdo-resposta, potenciacdo pos pausa e concentracao extracelular de célcio
obtiveram a mesma tendéncia de resultados, isto €, inotropismo negativo, aumento da
potenciacdo relativa pos pausa e desvio da curva forca-concentracdo de calcio
extracelular para a direita, todos de maneira concentracdo-dependente. Resultado
diferente foi observado no protocolo de isoproterenol, onde os dois trabalhos citados
mostraram reversao, por parte deste agonista beta adrenérgico, do efeito inotrépico

negativo promovido pelos compostos estudados.



44

6. CONCLUSOES

O estragol, de maneira concentracao-dependente, reduz a for¢a de contracéo
isométrica desenvolvida por musculos papilares de rato estimulados eletricamente
(p<0,001), com Clso% de aproximadamente 0,5 mM. De forma concentracdo-
dependente, o estragol reduz os parametros de velocidade maxima de contracao
(+dF/dT) e de relaxamento (-dF/dT) (p=0,002 e p=0,005, respectivamente), as
potenciacfes pos pausas (p>0,05), elevando, porém, as potenciacbes pOs pausas
relativas (p<0,05).

O estragol (0,5 mM) deslocou a curva forga-concentracdo extracelular Ca?*
para a direita reduzindo também a forca maxima desenvolvida. O efeito inotrépico
negativo do estragol ndo foi revertido pelo isoproterenol.

Os dados sugerem que o0 estragol possui acdo inotropica negativa
provavelmente devido ao bloqueio dos canais de célcio do sarcolema e/ou por

diminuicdo na sensibilidade do sistema contratil ao ion calcio.
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TABELA 1 -EFEITO DO ESTRAGOL EM CONCENTRACOES CUMULATIVAS NA PRODUCAO DE
FORCA EM MUSCULO CARDIACO DE RATO ESTIMULADO ELETRICAMENTE. VALORES EM

mN/mm?.
Média DP EPM IC Mediana | 25% 75%
Controle 8,054 | 2,225 0,908 | 2,335 7,464 6,633 | 10,488
Estragol 0,3 mM 6,255 | 3,987 1,628 | 4,184 5,8 2536 | 7,63
Estragol 0,5 mM 3,12 3,027 1,236 | 3,176 2,39 0,585 | 5,549
Estragol 0,7 mM 1,916 | 1,727 0,705 1,813 1,891 0 3,815
Estragol 1,0 mM 0,456 | 0,743 0,303 0,78 0 0 0,999

DP=desvio padrao; EPM=erro padrdo da média; IC=intervalo de confianca.

TABELA 2 — PRODUGCAO DE FORGA NA AUSENCIA DE ESTRAGOL EM MUSCULO PAPILAR DE
RATO ESTIMULADO ELETRICAMENTE. VALORES EM mN/mm?2.

Tempo Média DP EPM IC Mediana
30 min 8,842 3,627 1,763 5,611 7,755
60 min 8,780 3,575 1,787 5,688 7,630
90 min 8,355 3,730 1,865 5,935 6,780
120 min 8,348 4,640 2,320 7,383 5,675

DP=desvio padrao; EPM=erro padrdo da média; IC=intervalo de confianca.

TABELA 3 — TEMPO PARA ATINGIR VALOR MAXIMO DE FORCA A PARTIR DO INICIO DA
CONTRAGCAO ISOMETRICA DE MUSCULO PAPILAR DE RATO ESTIMULADO ELETRICAMENTE
NA AUSENCIA E NA PRESENCA DE ESTRAGOL EM CONCENTRAGCOES CUMULATIVAS.

VALORES EM ms.

Média DP EPM IC Mediana 25% 75%
Controle | 773,083 | 444,061 | 181287 | 466,013 | 56518 437,68 | 122231
(E)Sg'z%ﬂo' 776,807 | 502,351 | 205,084 | 527,185 | 547,48 417,79 | 106952
g?ﬁ%ﬂo' 678,78 | 526563 | 235486 | 653814 | 41575 | 357,703 | 901,88
g?ﬁf\’ﬂo' 668,85 472,02 236,01 | 751,087 508,5 360,665 | 977,035
E%”rf]‘%/lo' 410,28 | 220,052 155,6 | 1977,085 | 410,28 254,68 565,88

DP=desvio padrao; EPM=erro padrédo da média; IC=intervalo de confianca.
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TABELA 4 — TEMPO PARA ATINGIR RELAXAMENTO COMPLETO A PARTIR DO VALOR MAXIMO
DA CONTRAGAO ISOMETRICA DE MUSCULO PAPILAR DE RATO ESTIMULADO
ELETRICAMENTE NA AUSENCIA E NA PRESENGCA DE ESTRAGOL EM CONCENTRAGOES
CUMULATIVAS. VALORES EM ms.

Média DP EPM IC Mediana 25% 75%
Controle | 1056343 | 446,227 | 182171 | 468287 | 936,885 | 676,41 | 142603
(E)Sg';‘;‘%ﬂo' 1168,097 | 682,873 | 278,782 | 716,631 | 1012,315 | 56023 | 1578,82
giﬁ%ﬂo' 104027 | 892,308 | 399,052 | 1107,947 | 6756 466,525 | 1485,448
g?ﬁf\’ﬂo' 95328 | 538415 | 269207 | 856735 | 816,345 | 54048 | 136608
E%”rf]‘%/lo' 71443 | 290,098 | 20513 | 2606424 | 714.43 509,3 919,56

DP=desvio padrao; EPM=erro padrdo da média; IC=intervalo de confianca.

TABELA 5 — VELOCIDADE MAXIMA DE CONTRACAO NA AUSENCIA E NA PRESENCA DE
ESTRAGOL EM CONCENTRAGCOES CUMULATIVAS EM MUSCULO PAPILAR DE RATO
ESTIMULADO ELETRICAMENTE. VALORES EM ms/mm?/s.

Média DP EPM IC Mediana 25% 75%

Controle 68.73 32.998 14,757 40,973 62,84 45 517 80.505
Estragol

03 mu 50,9 18,778 8,398 23316 56,38 39,395 60,77
Estragol | ¢ 5g5 18,112 8,1 22 489 19,1 12,08 44,847
0,5mM

Estragol

07 my 17,956 18,5 8,273 2297 17,38 0 33,505
Estragol

e 10,26 14,758 6,6 18,324 0 0 22 455

DP=desvio padrao; EPM=erro padrdo da média; IC=intervalo de confianca.

TABELA 6 — VELOCIDADE MAXIMA DE RELAXAMENTO NA ApSENCIA E NA PRESENCA DE
ESTRAGOL EM CONCENTRACOES CUMULATIVAS EM MUSCULO PAPILAR DE RATO
ESTIMULADO ELETRICAMENTE. VALORES EM ms/mm?/s.

Média DP EPM IC Mediana 25% 75%

Controle | 59,294 48189 21551 59.834 36,97 31,39 78.925
gsstrrﬁﬁnm 42,338 19,176 8,576 23,81 36,05 26,733 55,668
Estragol 19,454 17,313 7,743 21,497 10,21 6,37 36,28
0,5 mM

Estragol 9,042 10,555 4,72 13,106 9,24 0 14,078
0,7 mM

Estragol

L0 mw 4,774 7,19 3,216 8,928 0 0 0,818

DP=desvio padrao; EPM=erro padrdo da média; IC=intervalo de confianca.
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TABELA 7 — PRODUCAO DE FORCA POS PAUSAS DE 15, 30 E 60 SEGUNDOS NA AUSENCIA E
NA PRESENCA DE ESTRAGOL EM CONCENTRACOES CUMULATIVAS EM MUSCULO PAPILAR
DE RATO ESTIMULADO ELETRICAMENTE. VALORES EM mN/mm?,

| Média | DP | EPM | IC | Mediana | 25% 75%

15 SEGUNDOS \
Controle | 13,748 10,956 4,473 11,498 9,615 8,99 11,49
Estragol
03 mu 14,27 13,448 5,49 14,113 0,88 7,02 11,49
Estragol
05 mM 11,716 11,196 5,007 13,902 8,49 4,752 15,35
Estragol
07 mu 11,63 9,501 4,75 15,118 7,58 6,05 17.21
Estragol
Lo mM 5,545 1,478 1,045 13,278 5,545 4,5 6,59

30 SEGUNDOS \
Controle | 14,033 12,994 5,305 13,636 10,025 9,56 10,99
Estragol | 14797 | 14,422 5,888 15,135 10,19 7,22 12,49
0,3 mM
Estragol
05 mM 13,06 12,616 5,642 15,665 9,99 4,995 16,587
Estragol 12,398 9,553 4,776 15,201 8,6 6,675 18,12
0,7 mM
Estragol
Lo mM 5,695 0,29 0,205 2,605 5,695 5,49 5,9

60 SEGUNDOS \
Controle | 15,592 13,819 5,642 14,502 10,7 9,56 10,99
Estragol 15,465 15,226 6,216 15,979 10,735 7.8 12,49
0,3 mM
Estragol 14,15 13,235 5,919 16,434 10,49 6,232 17,428
0,5mM
(E)s?”rf]‘f\’/lo' 13,528 11,989 5,994 19,077 9,025 6,415 20,64
Estragol 6,04 0,778 0,55 6,988 6,04 5,49 6,59
1,0 mM

DP=desvio padrdo; EPM=erro padrdo da média; IC=intervalo de confianca.
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TABELA 8: PRODUCAO DE FORCA POS PAUSAS DE 15, 30 E 60 SEGUNDOS NA AUSENCIA E
NA PRESENCA DE ESTRAGOL EM CONCENTRAGCOES CUMULATIVAS EM MUSCULO PAPILAR
DE RATO ESTIMULADO ELETRICAMENTE. VALORES EM % EM RELACAO A ULTIMA
CONTRACAO ANTERIOR A PAUSA.

| Média [ DP | EPM | IC | Mediana [ 25% | 75%
15 SEGUNDOS |
Controle 165 84 34 88 145 135 152
Estragol
03 mM 221 66 27 69 216 162 277
Estragol 368 174 78 216 286 261 491
0,5mM
Estragol
07 mu 382 191 95 304 320 271 493
Estragol 640 368 260 3304 640 380 900
1,0 mM
30 SEGUNDOS |
Controle 180 100 41 104 150 145 158
Estragol
03 mu 272 132 54 139 247 159 329
Estragol 491 407 182 506 333 262 638
0,5mM
Estragol
07 mu 484 265 133 422 415 292 675
Estragol 445 148 105 1334 445 340 550
1,0 mM
60 SEGUNDOS |
Controle 189 119 49 125 148 144 150
Estragol
03 mM 305 138 56 145 298 173 400
Estragol
05 mM 511 349 156 433 367 314 675
Estragol 594 496 248 789 390 322 867
0,7 mM
Estragol
L0 mw 488 18 13 159 488 475 500

DP=desvio padrao; EPM=erro padrdo da média; IC=intervalo de confianca.
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TABELA 9: PRODUCAO DE FORCA COM CONCENTRACOES CUMULATIVAS DE 'CALCIO
EXTRACELULAR, NA AUSENCIA E NA PRESENCA DE ESTRAGOL (0,5 Mm), EM MUSCULO

PAPILAR DE RATO ESTIMULADO ELETRICAMENTE. VALORES EM mN/mm?,

Solucéo Média DP EPM IC Mediana | 25% 75%
Ca®* 0,1 mM 0,657 0,29 0,145 0,461 0,64 0,425 0,89
Ca®* 0,3 mM 0,867 0,157 0,0787 0,25 0,89 0,735 1
Ca®* 2,0 mM 8,599 2,15 0,961 2,669 8,58 6,581 | 10,615
Ca®* 4,0 mM 11,424 3,636 1,626 4,515 11,7 8,843 | 14,355
Ca®* 10 mM 13,884 5,591 25 6,942 13,27 10,147 | 18,605
Ca®" 0,1 mM + 0,162 0,517 0,425 0,175 0,64
Estragol 0,5 mM 0,407 0,325
Ca** 0,3 mM + 0,162 0,517 0,425 0,175 0,64
Estragol 0,5 mM 0,407 0,325
Ca* 2,0 mM + 0,34 0,945 2,08 1,75 2,535
Estragol 0,5 mM 2,108 0,761
Ca** 4,0mM + 0,417 1,158 2,34 1,89 | 3,078
Estragol 0,5 mM 2,534 0,932
Ca* 10 mM + 2,17 6,025 52 2,34 | 11,115
Estragol 0,5 mM 6,672 4853

DP=desvio padrao; EPM=erro padrdo da média; IC=intervalo de confianca.

TABELA 10: PRODUCAO DE FORCA COM A ADICAO DE ISOPROTERENOL (0,1 mM), NA
AUSENCIA E NA PRESENGA DE ESTRAGOL (0,5 mM), EM MUSCULO PAPILAR DE RATO
ESTIMULADO ELETRICAMENTE. VALORES EM mN/mm2.

Solucgéo Média DP EPM IC Mediana | 25% | 75%
Controle 8,42 2,737 | 1,117 | 2,872 7,505 6,99 | 10,54
Isoproterenol 0,1 mM 12,247 | 4,496 | 1,835 | 4,718 12,985 7,49 | 16,39
Estragol 0,5 mM 2,435 | 3,489 | 1,424 | 3,661 1,28 0,5 1,56
E?\;rago' 0.5mM +lsoproterenol 0.1 | , 435 | 3489 | 1,424 | 3661 | 128 | 05 | 1,56

DP=desvio padrdo; EPM=erro padrdo da média; IC=intervalo de confianca.



