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O eugenol é um composto fendlico utilizado na industria alimenticia e cosmética,
e € bastante descrito na literatura por possuir diversas atividades bioldgicas. No
entanto, seu potencial vasorelaxante em tecido humano ndo fora ainda
investigado. Desse modo, esse estudo tem por objetivo determinar o potencial
relaxante do eugenol em Artéria Umbilical Humana (AUH). O projeto foi aprovado
pelo comité de ética (CEP: n°® 3.832.881); as AUHs foram isoladas e montadas
em banho de 6rgaos (10 mL de solucéo nutridora de Krebs Henseleit, a 37 °C;
mistura carbogénica). Como resultado, o eugenol (30-1200 uM) foi capaz de
promover o bloqueio total das contracdes induzidas por KCI (60 mM) e 5-HT (10
KUM) apresentando concentracdes estatisticamente significantes: 600 uM e 400
MM, e valores de ECso: 986,4 £ 7,9 e 229,9 * 8,4 uM, respectivamente. O eugenol
(1200 uM e 1400 uM) também reduziu a contracéo provocada pelo BaCl2 (0,1-
30 mM), demonstrando envolvimento do bloqueio dos canais de Célcio
dependentes de voltagem (VOCCs) no seu efeito. Os dados apresentados
demonstram novas possibilidades na terapéutica de disfungdes vasculares da
AUH, com uso de constituintes isolados de plantas.
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1. Introducéo

Complicacbes gestacionais como a pré-eclampsia, restricdo de
crescimento intrauterino, prematuridade e insuficiéncia vascular placentaria sdo
intercorréncias que estdo diretamente relacionadas a alteracfes circulatérias
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que acometem a conexao fetoplacentaria, desencadeando alteragdes no fluxo
do reabastecimento fetal (TRUNDIGER et al., 1985; PAPAGEORGHIOU ET AL.,
2002; VILLAS-BOAS et al., 2008). Cerca de 2 a 8 % de todas as gestacdes s&o
complicadas pela pré-eclampsia (FERRAZ; BORDIGNON, 2012). Sendo esta, a
sindrome responsavel pela maior taxa de mortalidade materna quando se
apresenta em suas formas graves, como eclampsia e sindrome HELLP
(MIRANDA, 2019). Tendo em vista os elevados indices de mortalidade em
decorréncia de problemas circulatérios durante a gestacao, faz-se necessario a
busca de substancias bioativas que venham promover uma melhora no quadro
dessas complicacdes, nesse sentido os fitofarmacos vem sendo bastante
estudados por apresentarem elevado potencial farmacolégico em
experimentacdes pré-clinicas.

Diante disso, o eugenol &€ um composto fendlico da classe dos
fenilpropandides (BRUNETON, 1995; TISSERAND; BALACS, 1995), derivado
do metabolismo secundario de algumas plantas medicinais, sendo que a fonte
mais utilizada de acordo com os estudos etnoboténicos € a Eugenia
caryophyllata, mais conhecida como: cravo, onde o eugenol se mostra presente
no 6leo que é retirado das folhas secas (LAZARO-FILHO, 2000). Vérios estudos
demonstram os efeitos bioldégicos do eugenol, este possui propriedades
antioxidante (MAHAPATRA et al, 2009), anti-inflamatéria (MAGALHAES et al.,
2010) antimicrobiana (DEVI, et al. 2010), antifungica (PINTO et al, 2009) e
antiviral (HUSSEIN et al, 2000). Leal-Cardoso et al., (1994), demonstraram que
em mausculo esquelético o eugenol diminui a liberagdo de [Ca?'] e em
concentracbes em torno de 8 mM promove liberacdo de Ca* do reticulo
sarcoplasmatico induzindo a contracao.

Com relacdo a suas acOes cardiovasculares, este composto mostrou ter
efeitos hipotensores e bradicardicos quando administrado por via intravenosa
(i.v.) em ratos (LAHLOU et al.,, 2004). Na musculatura lisa vascular foi
comprovado efeito relaxante em aorta toracica de coelhos (NISHIJIMA et. al
1999) em leito vascular mesentérico de rato (CRIDDLE et al., 2003; PEIXOTO-
NEVES et al., 2015), aorta toracica de ratos, em artéria pulmonar e artérias
cerebrais (DAMIANI et al., 2003; COSTA, 2012; PEIXOTO-NEVES et al., 2014).
No entanto cabe destacar que nao existem estudos com essa substancia
envolvendo vasculatura humana.

Nesta perspectiva e devido a maior parte dos estudos que visam a
descobertas de novas moléculas com propriedades relaxantes ocorrerem em
modelos animais (INGELFINGER, 2013), destaca-se a utilizagdo de vasos
umbilicais humanos (VUH) na realizacdo de testes pré-clinicos como uma
metodologia vascular experimental alternativa e acessivel. Pois sabe-se que o
cordao umbilical é considerado residuo bioldgico, sendo descartado logo apos o
parto, muito embora, 0 mesmo seja uma abundante fonte de material biol6gico
(DANTAS et al., 2019). Ademais, estudos como esse contribuem nos avangos
com pesquisas clinicas de substancias vasoativas e auxilia na compreensao dos
mecanismos da fisiologia vascular.
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2. Objetivo

Determinar o potencial relaxante do eugenol em artérias isoladas de cordao
umbilical humano, através das vias eletromecénica e farmacomecénica
utilizando a metodologia do banho de 6rgéaos.

3. Metodologia

Inicialmente o projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica do
Hospital/Maternidade participante da pesquisa e o0 Comité de Etica em Pesquisa
Humana da Universidade Regional do Cariri-URCA com o seguinte protocolo, n°
3. 832. 881. Foram convidadas a participar do estudo parturientes com as
seguintes caracteristicas: faixa etaria acima de dezoito e abaixo de quarenta
anos; submetidas ao parto cesariano ou normal, sem relato de complicagbes
meédicas e com tempo gestacional de trinta e sete e quarenta e uma semanas.
Mediante verificacdo dos critérios de inclusdo as coletas do corddo umbilical
humano foram realizadas apo6s assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) pela mé&e do bebé no ambiente hospitalar. Em seguida, o
corddo foi transportado para o laboratério de Fisiofarmacologia das Células
Excitaveis (LFCE) da URCA em solucdo de Krebs Henseleit modificado para
transporte, com refrigeracdo de 4 a 8 °C.

Chegando ao laboratério as artérias foram isoladas do corddo e
seccionadas em anéis de 3-5 mm de comprimento para montagem no aparelho
banho de 6rgdos onde foram mantidas em solugdo de Krebs Henseleit sob
temperatura de 37 °C, continuamente gaseificada com uma mistura carbogénica
95% de O2 e 5% CO2 com um pH relativamente constante de 7,4. Para
realizacdo dos protocolos experimentais os tecidos passaram por um periodo de
estabilizacdo e uma contracdo com uma solucéo de Krebs Henseleit modificada
com KCI (60 mM) foi evocada com a finalidade de certificar a viabilidade do
tecido.

No protocolo da via eletromecanica, induziu-se uma contragdo com a
solucéo de Krebs Henseleit modificada com KCI 60 mM, no platé da contragao,
adicionou-se concentracfes crescentes e cumulativas de eugenol (100-1400
MM) para obtencdo de uma curva concentracao-resposta. Na via
farmacomecanica, induziu-se uma contracdo com a 5-HT (10 uM) seguida de
concentracbes crescentes e culmulativas do eugenol (30-1200 pM). Nesse
estudo também foi avaliado a influéncia dos canais de célcio dependentes de
voltagem (VOCCs) onde a contracao foi provocada pelo BaCl2 (0,1-30 mM) em
tecidos pré-incubados com o eugenol (1200 uM e 1400 uM). As respostas foram
expressas como porcentagem de relaxamento das contracdes promovidas pelos
agentes contracturantes.

4. Resultados
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Diante das contracfes induzidas por KCI (60 mM) foi possivel verificar que
0 eugenol foi capaz de relaxar 100% de forma dependente da concentracéo,
qgquando comparadas com o controle. Observou-se que o efeito do eugenol
ocorreu de forma estatisticamente significante a partir da concentracao de
600 uM (p < 0,05, ANOVA, método Holm-Sidak). Com o valor de ECso de 986,4
+ 7,9 M. Ao final foram feitas lavagens consecutivas durante 30 minutos para
posteriormente contrair com KCI mostrando reversédo e viabilidade do tecido
apos realizacdo do experimento. Um estudo publicado por DAMIANI et al., 2003,
demonstrou que o eugenol foi capaz de inibir contracfes induzidas por KCl em
anéis aorticos de ratos, tal como foi relatado pelo presente estudo, corroborando
com esses dados.

Se sabe que a presenca de K* no meio extracelular desencadeia na célula
lisa vascular um gatilno para a abertura de canais de Ca?* dependentes de
voltagem e consequente mecanismo de alteragéo do potencial transmembrana
mediado por acoplamento eletromecanico (BOLTON et al., 1999). Desse modo
pode-se inferir com base nos dados obtidos, que o eugenol foi capaz de relaxar
a musculatura lisa de AUH via acoplamento eletromecéanico através de uma
eventual inibicdo dos canais de célcio dependentes da voltagem (VOCCs). Uma
vez que, o efeito contratil induzido por KCI é atribuido principalmente ao influxo
de célcio extracelular por meio da depolarizacdo da membrana relacionada aos
canais de calcio dependentes da voltagem (WYLAM et al, 1993; MARIN, 1990).

Nos tecidos onde a contracdo da musculatura lisa de artéria umbilical foi
evocada por 5-HT (10 puM), foram administradas concentragdes crescentes e
cumulativas do eugenol (30-1200 pM). Observou-se que essa substancia
também promoveu um relaxamento de 100% do vaso, com efeito
estatisticamente significante a partir da concentracdo de 400 uM apresentando
um valor de ECso de 229,9 + 8,4 yM. Nesse protocolo o eugenol também foi
capaz de relaxar a musculatura lisa de AUH via acoplamento farmacomecanico
mediante a utilizagdo da Serotonina (5-HT) como agente contracturante. Nesse
protocolo a poténcia farmacoldgica do eugenol foi maior cuja ECso foi de 229,9
MM do que comparado com seu efeito na presenca do KCI cuja ECso foi de 986,4
MM e a concentracdo que seu efeito passou a ser significativo também foi inferior
(400 pM) do que o eugenol na presenca do KCI (600 uM).

Cabe destacar que, a 5-HT é um agente vasoconstritor com alta poténcia
em AUH, bem como o mais utilizado para evocar contracdes em estudos sobre
0S mecanismos vasoativos. Essa poténcia elevada é atribuida a uma alta
sensibilidade para 5-HT, tendo sido sugerido que a sua libertacdo exacerbada,
possa reduzir ou interromper o fornecimento de sangue, levando a um
retardamento do crescimento do feto ou mesmo ao aborto (KARLSSON et al.,
1999). Além disso, o aumento da sua liberacdo esta associada a pré-eclampsia
(SANTOS-SILVA et al., 2009). Também verificou-se a influéncia dos VOCCs sob
o eugenol, onde o mesmo foi pré-incubado a (1200 uM e 1400 uM) e utilizou-se
a nifedipina (10 pM) como controle positivo para posterior administragdo do
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BaCl2 (0,1-30 mM). Com isso, verificou-se que o0 eugenol comportou-se de
maneira semelhante a nifedipina, diminuido as contracées promovidas pelo
BaCl2, sugerindo que o efeito do eugenol esta atribuido ao bloqueio dos VOCCs.

5. Concluséao

O trabalho exposto demonstrou que o eugenol exerceu um efeito relaxante,
sobre as contracdes induzida por KCI (60 mM) e por 5-HT (10 uM) na
musculatura lisa de artérias umbilicais humanas e reduziu as contracfes
promovidas pelo BaCl2, sugerindo que o efeito do eugenol esta atribuido ao
bloqueio dos VOCCs. Desse modo, tais resultados demonstram novas
possibilidades na terapéutica de disfuncdes vasculares da AUH como a pré-
eclampsia, com uso de constituintes isolados de plantas, como o eugenol.
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