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INTRODUCAO

A grande maioria dos estudos que envolvem a investigacao da acao
de substancias de origem natural, terapeuticamente promissora e
associadas as fisiopatologias que acometem a musculatura lisa,
utiliza-se de modelos de musculo liso isolados de animais de
laboratorios, onde dependem unicamente desse método para o
desenvolvimento de pesquisas. Entretanto, o uso disseminado
desses seres vivos na pesquisa tem sido alvo de diversas discussoes,
principalmente de carater ético, em funcao do grande nimero de
animais requerido e do sofrimento causado durante os
experimentos (WHITE, 2001). Por esse motivo, a reavaliacao desse
método nos experimentos ¢ uma tendéncia mundial e cada vez
mais vem se procurando por novas alternativas que substituam o
uso de animais em instituicdes de ensino, tanto para aulas praticas
como no ambito da pesquisa cientifica.

Essas agOes tiveram inicio a partir do surgimento do programa 3Rs,
assim denominado em funcdo das iniciais, em inglés, de seus
principais  objetivos: reducao  (Reduction), refinamento
(Refinement) e substituicao (Replacement). Este programa foi
iniciado pela federacao das Universidades para o Bem-estar Animal
(The Universities Federation for Animal Welfare - UFAW’s), que de
forma resumida significa reduzir o niUmero de animais utilizados na
pesquisa, refinar a metodologia de forma a diminuir a dor e
desconforto sofrido por os mesmos, e buscar métodos alternativos
que, por fim, substituam seu uso, sendo esta a meta maxima a ser
alcancada (RUSSEL; BURCH 1992; CAZARIN, et al., 2004).

Neste contexto, visando substituir o uso de animais laboratoriais,
obedecendo assim a regra dos 3 Rs (reduce, refine, replace), o
Laboratério de Fisiofarmacologia das Células Excitaveis da
Universidade Regional do Cariri - URCA, vem implementando
métodos alternativos utilizando vasos de corddes umbilicais
humanos que seriam descartados. Os experimentos estao sendo
desenvolvidos com a técnica de banho de orgaos, verificando o
efeito vasorrelaxante de produtos naturais como citral (3,7-
dimetil-2,6-octadienal). Este monoterpeno aciclico natural, é uma
juncdo de dois monoterpenos aldeidos aciclicos isdmeros
geométricos - geranial e neral (SADDIQ, KHAYYAT, 2010), pode ser
encontrado como componente majoritario do OE de diversas
plantas aromaticas, empregadas na medicina popular como as
espécies de Melissa officinalis (MENEZES et al., 2015), Lippia alba
(STASHENKO et al., 2014), Zingiber officinale (FASS et al., 2014)
Cymbopogon citratus (PASSOS et al., 2012). O citral apresenta
varias atividades terapéuticas relatadas na literatura dentre elas o

efeito vasorrelaxante em artéria aorta de ratos (DA SILVA et al.,
2018).

Dessa forma, o estudo do citral em artéria umbilical humana torna-
se necessario para que possamos disponibilizar dados sobre sua
acdo no musculo liso vascular humano, podendo este revelar-se
como um possivel alvo terapéutico para o tratamento de
transtornos HUA, como a pré-eclampsia. Vale ressaltar que o
cordao umbilical € um material bioldgico humano prontamente
disponivel, descartado apds o parto, fonte abundante de tecido
vascular humano e que possui baixo custo. Além disso, seu uso
facilita ainda as pesquisas clinicas, uma vez que, o tecido utilizado
é humano.

MATERIAIS E METODOS

Inicialmente o projeto foi aprovado pelo comité de ética e
pesquisa da URCA, com parecer: 1.962.667, onde visa substituir a
utilizacdo de artéria aorta de ratos por artéria umbilical de
humanos, uma vez que este tecido é descartado pelo proprio
hospital. Varias porcoes do corddo umbilical, de 10 a 12 cm, foram
obtidos de partos normais no bloco de obstetricia do Hospital e
Maternidade Sao Francisco de Assis que estd localizado no
municipio de Crato-CE, os tecidos somente sdo coletados com o
consentimento prévio das doadoras. Os corddes foram colhidos e
colocados em uma solucdo salina fisioldgica, Tyrode modificado.
No Laboratério de Fisiofarmacologia das Células Excitaveis, as
artérias foram isoladas de seus tecidos anexos e da geleia de
Worth, em seguida realizou-se a montagem dos anéis com 3 a 4
mm de comprimentos, em equipamento de banho de oérgaos
isolados (FIGURA 1). O tecido foi submetido a estabilizacao de 2 h
sob tensao de aproximadamente 1,5 g. Apos a estabilizacdo, foram
evocadas contracdes com os agentes contraturantes KCl (60 mM) e
5-HT (10 pM), em experimentos distintos, com intervalos de
lavagem entre eles. Posteriormente concentracées cumulativas do
citral (1-1000 pg/mL) foram administradas sobre o platé de
contracao na presenca de KCl e 5-HT.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar a influéncia do citral sobre as contracdes induzidas por
KCl (60 mM), foi administrado concentragbes crescentes e
cumulativas do citral (1-1000 pg/mL). Nesse estudo, verificou-se
que o citral foi capaz de relaxar 100% de forma dependente da
concentracdo, as preparacdes de artérias pré-contraidas por KCl
(60 mM) quando comparado com o controle. Observou-se que o
efeito do citral ocorreu de forma estatisticamente significante a

© 2019 CC BY-NC-ND LICENSE.

ANAIS: ENCONTRO ANUAL DA BIOFISICA (2019): 206-208.
BIOFISICA E RADIOBIOLOGIA, BIOCIENCIAS, UFPE

21 E 24 DE MAIO, RECIFE, PERNAMBUCO, BRASIL

ISSN: 2526-6071

DOI: 10.5151/biofisica2019-65



DOI: 10.5151/biofisica2019-65

partir da contracdao de 300 pg/mL (p < 0,007, ANOVA, método
Holm-Sidak). O valor de ICso obtido foi: 398,56 + 9,48 pg/mL
(FIGURA 2).

Figura 1. Imagem do equipamento utilizado para medir a resposta mecanica do muisculo
liso. 01: Transdutores de forca mecanica acoplados a hastes fixas de sustentagdo; 02:
Banho de 6rgaos de quatro cubetas com capacidade para 10 mL; 03: Interface de 4 canais
conversora de sinal mecanico em sinal analdgico digital; 04:Modulo isolador estabilizado;
e 05: Monitor responsavel por abrigar software WINDAQ. (Fonte: DA SILVA, 2018).

Ao final foram feitas lavagens consecutivas durante 30 minutos
para posteriormente contrair com KCl mostrando reversao e
viabilidade do tecido depois do experimento.
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Figura 2. Grafico concentragao-resposta do efeito relaxante produzido pelo citral em
preparacao de tecido de artéria umbilical humana pré-contraida com KCl (60 mM). A
concentracao do citral utilizada foi de 1000 pg/mL. Os valores estdo expressos como
média + E.P.M.; * representa os efeitos significantes (p < 0,05, one-way ANOVA seguido
de Holm-Sidak).

Nos estudos onde a contracdo da musculatura lisa de artéria
umbilical foi evocada por 5-HT (10 upM), foi administrado
concentracoes crescentes e cumulativas do citral (1-1000 pg/mL).
Observou-se que o citral também promoveu um relaxamento que
assim como na via do potassio foi estatisticamente significante a
partir da contracdao de 300 pg/mL (p < 0,007, ANOVA, método
Holm-Sidak), com valor de ICso: 843,1 = 6,80 pg/mL, porém nao
obteve eficacia maxima (FIGURA 3).

Ao final foram feitas lavagens consecutivas durante 30 minutos
para posteriormente contrair com KCl mostrando reversao e
viabilidade do tecido depois do experimento.

Esse estudo demonstra que o citral bloqueia as contracoes
induzidas por potassio (via eletromecanica) e serotonina (via
farmacomecanica). Onde observou-se que a atividade
vasodilatadora do citral foi mais potente nas artérias contraidas
com KCl, apresentando eficacia maxima, revertendo totalmente a
contracdo do musculo liso de artéria umbilical humana. Isso
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demonstra que o citral apresenta maior potencial no acoplamento
eletromecanico.
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Figura 3. Grafico concentracdo-resposta do efeito relaxante produzido pelo citral em
preparacao de tecido de artéria umbilical humana pré-contraida com 5-HT (10 pM). A
concentragao do citral utilizada foi de 1000 pg/mL. Os valores estdo expressos como
média + E.P.M.; * representa os efeitos significantes (p < 0,05, one-way ANOVA seguido
de Holm-Sidak).

Da Silva et al., (2018), investigaram o efeito vasorelaxante do 6leo
essencial de Lippia alba (OELa) e seu constituinte majoritarios
citral em aorta isolada de ratos. Corroborando com o0s nossos
resultados, nesse estudo o citral foi capaz de relaxar na via
eletromecanica os anéis de aorta contraidos com KCl (60 mM),
apresentando significancia nas concentracdes de 300, 600 e 1000
pg/mL. Pereira-de-Morais et al., (2019), demonstraram que o citral
promoveu o relaxamento em Utero isolado de ratas contraidos com
KCl (60 mM), apresentando ICso no valor 130,90 + 2,82 pg/mL. Esses
estudos fortalecem nossos achados em artéria umbilical humana,
pois demonstram que o citral age na via do potassio.

Sadraei et al., (2003), verificaram que na via serotoninérgica, o
oleo essencial de Melissa officinalis que possui o citral como
constituinte principal, inibiram as contracées de ileo de rato
induzidas por 5-HT. Nesse sentido, ainda na via seretoninergica,
estudos realizados com traqueia isolada de ratos e ileo de cobaias,
demonstram que o OELa que apresenta um elevado teor de citral,
foi capaz de inibir contracdes evocadas por 5-HT (10 uM) (JARVIS et
al., 2016). Esses estudos corroboram com os nossos resultados uma
vez que demonstram que o citral age na vida da serotonina.

A maioria dos estudos para descoberta de novas substancias com
propriedade vasorelaxante ocorre em vasos de animais de
laboratorio (INGELFINGER, 2013). Em contrapartida, os resultados
deste trabalho comprovam que os vasos umbilicais podem
substituir o uso de animais em testes experimentais. Além do
nosso trabalho também ha estudos na literatura que utilizam esse
modelo como Fernandes (2015) caracteriza os efeitos vasodilatador
de nitratos organicos em artéria e veia isoladas de cordao umbilical
humano, considerando os vasos umbilicais bons modelos para
avaliacao de substancias vasoativas.

Os aspectos éticos da utilizacdo de animais em experimentos
estimulam a adocao de métodos alternativos sempre que possivel e
0o uso desses seres vivos em situacoes de absoluta
imprescindibilidade (BRASIL, 2008). Além da relevancia em se
adequar as questdes éticas, a substituicdo por métodos alternativos
ainda diminui os gastos gerados na criacdo e manutencao desses
seres vivos em biotérios, o que vem a reduzir gastos para a
universidade.
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Observamos o efeito relaxante mediado pelo citral, este foi
reversivel com a lavagem, demonstrando assim que esse
monoterpeno ndo causa danos ao tecido humano. O uso de artéria
umbilical humana apresenta-se como um excelente modelo para se
avaliar substancias vasoativas e com isso percebemos que é
possivel reduzir e substituir o nimero de animais eutanasiados com
finalidade de pesquisa cientifica.

CONCLUSOES

Dessa forma observou-se que o citral apresentou efeito
miorrelaxante em artéria umbilical humana no acoplamento
eletromecanico e farmacomecanico, sendo mais potente na via
eletromecanica o que sugere estudos futuros para demonstrar seu
mecanismo de ac&o. Vimos também que esse modelo vem
confirmar uma alternativa para uma nova linha de pesquisa em
substituicdo ao uso de animais na URCA, facilitando assim as
pesquisas clinicas, uma vez que, o tecido utilizado é humano.
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