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Resumo: A Lippia alba, o citral e o limoneno possuem propriedade vasorrelaxante
comprovada cientificamente em modelos animais, mas ainda ndo existem relatos em
artérias umbilicais humanas (AUH), além disso o uso do corddo umbilical na pesquisa
visa implantacdo de métodos que venham reduzir o uso de animais. Objetivou-se
avaliar o efeito do 6leo essencial de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (OELa) e seus
constituintes majoritarios Citral e Limoneno em AUH. Apés coleta do corddo umbilical,
as AUH foram dissecadas e montadas no banho de 6rgédos contendo solugéo de Krebs
Henseleit, sob tensdo inicial de 3gF a 37°C. ApOs a estabilizacdo, induziu-se uma
contracdo com a solucdo de Krebs Henseleit modificada com KCI (60 mM).
Posteriormente foi evocada uma nova contracdo e adicionadas concentragfes
crescentes e cumulativas do OELa (30-1000 pg/mL), Limoneno (1-5000 pM/mL) e
Citral (1-1000 pM/mL). Todas as substancias testadas apresentaram efeito
vasorrelaxante em AUH, com as CEsqde + 424,72 + 8,72 ug/mL, + 762, 67 uM/mL e
398,56 = 9,48 uM/mL, respectivamente. Conclui-se que o OELa, Citral e Limoneno
foram capazes de relaxar a musculatura lisa de AUH, demonstrando assim que AUH
pode ser utilizada como um método alternativo.
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1. Introducéo

A Lippia alba (Mill.) N. E. Brown é uma planta com propriedade vasorrelaxante
comprovada cientificamente, assim como seus constituintes citral e limoneno
(SILVA et al.,, 2018). Apesar da literatura relatar varios estudos com esses
produtos utilizando animais de laboratério (DE FREITAS, 2018; SILVA et al.,
2018; TEIXEIRA, 2013), ainda ndo existem trabalhos que demonstrem seus
efeitos em musculatura lisa de artérias umbilicais humanas (AUH), uma vez
gue existem diferencas relacionadas a fisiologia dos vasos de humanos
comparando a roedores. Sendo assim, visando a implantacdo de métodos que
venham reduzir o uso de animais e 0s gastos em ensaios pré-clinicos o cordao
umbilical se constitui como uma fonte viavel de material biolégico.

2. Objetivo

Avaliar o efeito do 6leo essencial de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown e seus
constituintes majoritarios citral e limoneno em artérias umbilicais humanas.

3. Metodologia

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana da URCA
com o parecer: 1.962.667. Foram coletados segmentos de 10 cm do cordéao
umbilical com o consentimento prévio das parturientes submetidas a parto
cesareo ou normal, com faixa etéria acima de dezoito e abaixo de quarenta
anos, auséncia de complicacdes médicas e idade gestacional entre trinta e sete
a quarenta e uma semanas. As mesmas participaram do estudo perante a
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
Posteriormente, as artérias umbilicais humanas (AUH) foram dissecadas e
seccionadas em anéis de 3 - 5 mm, podendo ser utilizados até 48 h apds a
coleta. Decorrido 24 h depois da coleta, os anéis arteriais foram transferidos
para cubas do equipamento banho de 6érgdos contendo 10 mL da solucdo
nutridora Krebs Henseleit, cujo pH foi ajustado para 7,4 , mantida a uma
temperatura de 37°C, continuamente gaseificada com uma mistura de 95% de
0O, e 5% CO, sob uma tensao inicial de 3gF. Apoés a estabilizacdo com duracao
de 2h30min, induziu-se uma contracdo com a solucdo de Krebs Henseleit
modificada com KCI (60 mM) para validar a viabilidade do tecido. Os anéis de
artéria umbilical foram considerados viadveis quando o delta das contrac¢des foi
superior a 2 g. Apos isso, foi realizada uma lavagem Krebs Henseleit normal,
esperou-se 30 min para evocar uma nova contragcdo com a mesma solugao. No
tbnus da contracdo, adicionou-se concentracdes crescentes e cumulativas do
Oleo essencial de Lippia alba (OELa) (30-1000 pg/mL) e os constituintes
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Limoneno (1-5000 pM/mL) e Citral (1-1000 pM/mL), para obtencdo de uma
curva concentracao-resposta.

4. Resultados

O dleo essencial de Lippia alba, e seus constituintes limoneno e citral foram
capazes de relaxar as preparagdes de AUH. O OELa (30-1000 pg/ml) nas
preparacdes de artéria umbilical humana foi capaz de alterar significativamente
a contracdo induzida pelo agonista K* com uma ICsg de 424,72 + 8,72 pg/ml.
Observa-se que as concentracdes utilizadas proporcionaram um relaxamento
de 100% da musculatura lisa das artérias umbilicais humana, sendo
estatisticamente significante a partir da concentracdo de 400 pg/ml onde o
relaxamento total foi alcancado na concentragdo de 1000 pg/ml. As
concentracfes de limoneno utilizadas (1-5000 pM/mL) alteraram + 90% da
contracdo induzida na musculatura lisa arterial, CEsy + 762, 67 pM/mL, sendo
estatisticamente significativamente a partir da concentracdo 300 uM. O citral (1-
1000 pg/mL) foi capaz de relaxar 100% de forma dependente da concentragéo,
as preparacoes de artérias pré-contraidas por KCI (60 mM) quando comparado
com o controle. Observou-se que o efeito do citral ocorreu de forma
estatisticamente significante a partir da contracdo de 300 pg/mL. O valor de
ICso obtido foi de 398,56 + 9,48 ug/mL. SANTOS-SILVA et al., (2008) relata que
a AUH apresenta maior responsividade vascular a fatores contracturantes do
que a fatores relaxantes. Tal caracteristica pode ter uma relagdo com a maior
concentracdo de efeito e ICsy verificadas para o OELa em AUH do que os
valores encontrados em vasos animais de roedores. Nesta pesquisa o OELa
alcancou um efeito relaxante significativo a partir da concentracdo de 400
pMg/mL com uma ICsp de 424,72 + 8,72 ug/mL. Em relacdo aos valores de ICsg
(Clsp, ou CEsp) observados em estudos com o limoneno tem-se que em
musculo liso uterino foi de 316.4 + 3.1 pg/mL, em musculo liso traqueal foi de
581 + 7.0 ug/mL os quais foram inferiores ao observado no nosso estudo 762,
6 UM/mL, isso se explica pelo fato de que a vasoatividade da artéria umbilical &
mais responsiva a substancias contracturantes, principalmente respostas que
envolvem o mecanismo de canais de Ca?* dependente de voltagem (SANTOS-
SILVA, et al., 2010). SILVA et al., (2018), investigaram o efeito vasorelaxante
do 6leo essencial de Lippia alba (OELa) e seus constituintes majoritarios citral
e limoneno em aorta isolada de ratos, corroborando com os nossos resultados,
nesse estudo o citral foi capaz de relaxar na via eletromecéanica os anéis de
aorta contraidos com KClI (60 mM), apresentando significAncia nas
concentracfes de 300, 600 e 1000 pug/mL. Dessa forma, demonstra-se que a
AUH pode vir a ser utilizada como um método alternativo para estudos com
vasculatura, no intuito de reduzir gastos e 0 uso de animais, uma vez que se
verificou a viabilidade da utilizagdo vasos oriundos de corddo umbilical
humano. Confirmou-se ainda o efeito vasorrelaxante do OELa, citral e
limoneno, em um tecido vascular humano.
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5. Conclusao

Constatou-se que o OELa, citral e limoneno foram capazes de relaxar a
musculatura lisa de AUH. Tal resultado ressalta a importancia desse estudo,
demonstrando que AUH pode ser utilizada como um método alternativo, uma
vez que grande parte das pesquisas que avaliam o efeito vasorrelaxante de
determinadas substéncias utilizam modelos animais.
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