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RESUMO

O alivio da dor relacionada a espasmos musculares seja por problemas gastrointestinais ou do
sistema reprodutor feminino, é uma preocupacédo constante. As plantas tém se destacado como
fontes importantes para tratar condicbes como colicas uterinas e intestinais, que estdo
associadas a uma regulacdo anormal da contratilidade do musculo liso. O objetivo deste
estudo foi investigar o potencial farmacoldgico das espécies Lippia isignis Moldenke e Lippia
lasiocalycina Cham na musculatura lisa uterina, encontradas na Caatinga. Foram realizados
analise quimicas dos Gleos, teste toxicologico de dose aguda, neurotdxica e sedativa, além de
andlises farmacoldgicas envolvendo atividade espasmolitica e antidismenorreica. Os
resultados mostraram a presenca destacada de timol e y-terpineno em L. insignis (LIO) e E-
ocimenona e B-mirceno em L. lasiocalycina (LLO). Os 6leos essenciais ndo apresentaram
toxicidade ou danos ao sistema nervoso central dos animais estudados. Os dados indicam que
LIO e LLO tém atividade espasmolitica, reduzindo significativamente as contragdes
musculares. No modelo in vivo de dismenorreia, o tratamento oral com LIO (10 mg/kg)
associado a nifedipino (0,7 mg/kg) ou acido mefendamico (9 mg/kg) reduziu
significantivamente 0 nimero de contor¢cdes abdominais. J& O LLO (10 mg/kg) associado
com nifedipino (0,7 mg/kg), escopolamina (0,35 mg/kg) e acido mefenamico (9 mg/kg)
promoveu uma reducdo significativa nas contor¢des abdominais dos animais. Portanto, este
estudo sugere que 0s Oleos esséncias das espécies quando associado aos medicamentos
padroes em dose subterapéutica potencializa o efeito terapéutico reduzindo os efeitos
colaterais, sendo eficaz no tratamento da dismenorreia priméria e apoiando o uso popular
dessas plantas para tratar colicas.

Palavras-chave: Utero. Tocolitica. Planta medicinal. Dismenorreia.



ABSTRACT

Pain relief related to muscle spasms, whether due to gastrointestinal problems or the female
reproductive system, is a constant concern. Plants have emerged as important sources for
treating conditions such as uterine and intestinal cramps, which are associated with abnormal
regulation of smooth muscle contractility. The aim of this study was to investigate the
pharmacological potential of the species Lippia insignis Moldenke and Lippia lasiocalycina
Cham. in uterine smooth muscle, found in the Caatinga. Chemical analyses of the oils, acute
dose toxicological, neurotoxic and sedative tests, as well as pharmacological analyses
involving spasmolytic and antidysmenorrheal activity were performed. The results showed the
prominent presence of thymol and y-terpinene in L. insignis (LIO) and E-ocimenone and (-
myrcene in L. lasiocalycina (LLO). The essential oils did not present toxicity or damage to
the central nervous system of the animals studied. The data indicate that LIO and LLO have
spasmolytic activity, significantly reducing muscle contractions. In the in vivo model of
dysmenorrhea, oral treatment with LIO (10 mg/kg) associated with nifedipine (0.7 mg/kg) or
mefenamic acid (9 mg/kg) significantly reduced the number of abdominal contortions. LLO
(10 mg/kg) associated with nifedipine (0.7 mg/kg), scopolamine (0.35 mg/kg) and mefenamic
acid (9 mg/kg) promoted a significant reduction in abdominal contortions in the animals.
Therefore, this study suggests that the essential oils of the species, when associated with
standard medications at a subtherapeutic dose, enhance the therapeutic effect by reducing side
effects, being effective in the treatment of primary dysmenorrhea and supporting the popular

use of these plants to treat colic.

Keywords: Uterus. Tocolitica. Medicinal plants. Dysmenorrhea.
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1 INTRODUCAO GERAL

Nos ultimos anos, tem-se observado um aumento significativo nas pesquisas
sobre a atividade biolégica de 6leos essenciais, extratos e substancias isoladas de
plantas medicinais em todo o mundo. Esse interesse crescente se deve a grande
importancia e diversidade das espécies vegetais, que apresentam uma variedade de
propriedades, incluindo atividades espasmolitico, por exemplo. O alivio da dor e o
controle de patologias relacionadas a espasmos musculares, como hipertensdao, asma,
cllicas uterinas e intestinais, entre outros, estdo associados a disfungbes na
contratilidade do musculo liso. Essas questdes tém sido uma preocupacdo constante
tanto para os profissionais de saude quanto para a populacdo em geral, e as plantas
medicinais tém oferecido respostas promissoras (GILANNI et al., 2005).

A natureza proporciona uma ampla variedade de substancias bioativas oriundas
do metabolismo vegetal que sdo empregadas na terapéutica, seja na forma empirica ou
na forma de produto farmacéutico, e servem como base para a producdo de novas
formulacdes terapéuticas, na sua forma isolada ou associada ao fitocomplexo (NEW-
MAN e CRAGG, 2016).

O masculo liso, um tecido extensivamente distribuido no organismo, ¢é
constituido por células musculares lisas e desempenha um papel fundamental na
homeostase. Este tecido contribui significativamente para a manutencdo da pressao
arterial, a respiracdo, a motilidade gastrointestinal e a contracdo uterina.
Adicionalmente, o musculo liso é a principal estrutura de 6rgdos ocos, incluindo aqueles
pertencentes aos sistemas digestivo, respiratorio, vascular e urogenital (WIRTH e
OFFERMANNS, 2012).

A musculatura lisa, por meio de contragdes por encurtamento, desempenha
funcBGes como a motilidade, a alteracdo das dimensdes de certos 6rgdos e a manutencdo
da tensdo. Embora componha apenas 5% da musculatura no organismo, pode ser
encontrada revestindo as paredes de tubos e 6rgdos ocos, onde suas contra¢fes resultam
em modificagGes na forma desses 6rgdos (EDDINGER e MEER, 2007).

Para o estudo do mausculo liso, é essencial ressaltar alguns aspectos gerais,
destacando-se a importancia do fon Ca®* nos processos de contragéo e relaxamento. A
presenca de Ca®* dentro da célula desencadeia diversos eventos intracelulares, que v&o

desde mecanismos de contragdo até secrecdo, transmissdo sinaptica, regulacédo
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enzimética, fosforilagdo e desfosforilagdo de proteinas e transcricdo génica
(CATTERALL, 2011).

O mdsculo liso uterino é crucial para a fisiologia contratil, desempenhando
fungdes essenciais durante o parto, nas complicacBes pré-parto, e na descamacdo do
endométrio durante a menstruacdo, causando colicas e dismenorreia, processos estes
que estdo intimamente ligados a camada muscular uterina e aos aspectos da reproducéo
feminina (GARRETT et al., 2022).

O Utero humano é composto por camadas de musculo liso organizadas em
direcOes perpendiculares, o que facilita a transmissdo das contracOes entre as fibras
musculares. A contracdo das camadas longitudinal e circular resulta em diferentes
alteracdes no formato do utero (DODDS et al., 2021). O érgdo possui trés camadas
principais: perimétrio (tecido conjuntivo externo), miométrio (camada muscular
responsavel pelas contracdes) e endométrio (camada interna de tecido epitelial).
Durante a gestacdo, as fibras musculares do miométrio aumentam em ndmero e
tamanho (POTIKUL et al., 2016).

A contracdo da musculatura lisa & controlada por hormonios, substancias
pardcrinas e neurotransmissores, enquanto a esquelética é controlada apenas pela
acetilcolina. Além disso, a musculatura lisa possui propriedades elétricas variaveis e
maultiplas vias de contracdo e relaxamento (SEOW e CY, 2019).

Os aspectos diferenciais para a anatomia uterina humana e de roedores tem-se
que principalmente no fato de que o Gtero nos roedores consiste em tubos pares que
partem dos ovarios onde sdo separados por curtas tubas uterinas e se abrem ainda
distintamente na vagina, sendo denominado utero duplo ou bifurcado, tais
caracteristicas sdo facilmente observadas em ratas de laboratério (Rattus novergicus)
(CONTI, 2001; ANDERSEN, 2004).

Nestes animais o utero duplo é continuo contendo dois canais cervicais distintos
gque desembocam em uma vagina simples (MARTINS, 2009; MITCHELL et al.,,
2013b). Em ratas assim como em outras espécies, 0 miométrio € constituido por duas
camadas distintas, a longitudinal exterior e uma camada interna circular com origem,
estrutura, funcdo e padrdes de contracdo diferentes. Em animais com um Utero
bifurcado, por exemplo, na rata, o musculo circular interior e longitudinal exterior,
existe uma maior facilidade de separacdo do que em utero de humano (VEALE et al.,
2000; AGUILAR e MITCHELL, 2010).
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O ciclo reprodutivo das ratas é denominado ciclo estral e dura em média 4 dias.
E caracterizado por 4 estagios: proestro, estro, metaestro e diestro. No proestro ha um
aumento dos niveis de estrogénio, ao final desta fase, ocorre a ovulagdo e marca o inicio
do ciclo estral. O estro corresponde & ovulagdo, onde se tem pico de progesterona.
Durante o metaestro e o diestro, 0s hormonios retornam ao seu nivel basal, revestimento
uterino se regenera e o ciclo recomeca. Esses estagios causam alteracfes na composicao
do epitélio vaginal e levam a presenca de células inflamatorias, que podem ser
facilmente identificadas por meio de citologia vaginal (FRASIER et al., 2013,
GOUVEIA et al., 2009).

Do ponto de vista experimental, sabe-se que muitos estudos, incluindo aqueles
relacionados ao periodo gestacional e a saude humana, sdo frequentemente realizados
em animais de laboratério. Os roedores sdo amplamente utilizados como modelos
experimentais devido a sua fécil obtencdo, ciclo reprodutivo curto, baixo custo e
facilidade de criacdo, além de possuirem uma fisiologia semelhante a humana. Apesar
das diferencas entre o cérebro humano e o de roedores, existem estruturas analogas que
se correlacionam com certos comportamentos (CASTRO, 2006).

O miométrio € um ponto de interesse comum em diversos processos fisiologicos,
especialmente no processo contratil. Na atividade uterotrépica, a ocitocina (OT) € o
agonista uterino mais potente, sendo produzida no hipotdlamo, armazenada na
neurohipdfise e também na decidua materna. A endotelina-1 e a prostaglandina F2a
(PGF2a) sdo outros agonistas potentes produzidos na decidua materna. Esses agonistas
atuam por meio de receptores de membrana especificos, os GPCRs, que ativam vias de
sinalizacdo através de pequenas proteinas GTPases (KOTANI et al., 2000; MITCHELL
etal., 2013a).

O ciclo menstrual é um acontecimento biolégico que ocorre em mulheres
saudaveis no qual se caracteriza pelo fluxo sanguineo vaginal. Esse fenbmeno tem uma
natureza ciclica, resultante das variagGes nas concentracdes hormonais secretadas pelo
eixo hipotalamo-hipdfise-gonadal (PARDINI, 2001).

A duracdo meédia do ciclo menstrual é de 28 dias, podendo ser dividido nas trés
fases primarias: folicular, ovulatéria e litea (MELEGARIO et al., 2006; DIAS et al.,
2005). A fase folicular, que se inicia no primeiro dia da menstruacéo e se estende até o
nono dia, pode ser dividida em duas subfases: a fase folicular inicial, caracterizada por

baixos niveis dos hormdnios estrogénio e progesterona, e a fase folicular média, em que
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0s niveis de estrogénio sao altos independentemente da progesterona. Um ciclo médio
de 28 dias significa que a ovulacdo ocorre no meio do ciclo, por volta do 14° dia. Isto
acontece porque a fase ovulatoria dura entre 10 e 14 dias antes da menstruacdo. Apenas
durante este periodo de tempo o 17-beta-estradiol pode fornecer um feedback positivo
da produgdo. A fase lutea inicia no fim da ovulagdo e dura até o inicio do fluxo
menstrual é caracterizado por altas concentracdes de estrogénio e progesterona. Estas
mudangas ciclicas sdo muitas vezes previsiveis ao longo dos anos reprodutivos
(HAWKINS e MATZUK, 2008; DELIGEOROGLOU e TSIMARIS, 2010). O
estrogénio e a progesterona produzidos no tecido ovariano sdo 0s responsaveis pelas
alteracdes locais no endométrio. A reducdo do nivel de estrogénio e progesterona
acarretam o processo de descamacao do endométrio e o surgimento do fluxo menstrual.
A menstruagdo marca o inicio de um novo ciclo menstrual (BOUZAS, et al., 2010). As
flutuacbes hormonais que ocorrem nas mulheres devido as alteracfes de estrogénio e
progesterona durante o ciclo menstrual tém impacto na fisiologia da mulher (BRAUN e
HORTON, 2001).

Os ciclos menstruais sdo indicadores de satde e fertilidade feminina. Entre as
doengas femininas mais comuns estdo as irregularidades do ciclo menstrual e a
dismenorreia priméaria (HILLARD, 2018).

A dismenorreia é caracterizada por colicas dolorosas e espasmodicas no abdome
inferior, que ocorrem durante a menstruacdo (YANG et al., 2015). Ela é classificada
como priméria, quando resulta apenas de alteracBes hormonais, sem a presenca de
patologias pélvicas, ou como secundaria, quando esta associada a condicGes pré-
existentes, como aderéncias uterinas, ciclos menstruais irregulares, doencas
inflamatorias pélvicas e endometriose (SEZEREMETA et al., 2013; PU et al., 2015). A
dismenorreia priméaria ocorre devido a contra¢des uterinas intensificadas, causadas pela
producdo excessiva de prostaglandinas no fluido menstrual, o que leva a contracdes,
hipdxia e isquemia uterinas (GUIMARAES e POVOA, 2020).

A fisiopatologia da dismenorreia ndo é totalmente compreendida, mas
evidéncias sugerem que se deve ao aumento da secrecdo de prostaglandina F2a
(PGF2a) e prostaglandina E2 (PGE2) no utero durante a descamacgdo endometrial
(BERNARDI M. al., 2017). Na auséncia de gravidez, os niveis hormonais caem devido
ao declinio da funcéo do corpo luteo, levando a retirada da progesterona. Isso leva a

constricdo das arteriolas espirais e isquemia tecidual nas camadas superficiais do
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endométrio. O endométrio libera prostaglandinas, possivelmente devido a diminuicéo
da estabilidade das membranas lisossomicas nas células endometriais (HENZL et al.,
1972). Essas prostaglandinas estdo envolvidas no aumento das contracbes e
vasoconstricdo do miométrio, levando a isquemia uterina. Isso resulta na
hipersensibilizacdo das fibras da dor e, finalmente, na dor pélvica (BERNARDI M. al.,
2017). As prostaglandinas séo sintetizadas através da cascata do acido araquiddnico,
mediada pela via da ciclooxigenase (COX). Alta concentracdo da ciclooxigenase-2
(COX-2) leva ao aumento de PGF2a durante a menstrua¢do, sendo 0 mecanismo mais
provavel responsavel pela dismenorréia priméaria (PAN et al., 2014; GHONEIM et al.,
2015). Além disso, ao cair na circulacdo sanguinea, juntamente com os leucotrienos, é
responsavel pelos sintomas sistémicos, como as dores de cabeca, nauseas, vomitos,
tontura e a diarreia que podem acompanhar as célicas menstruais (RYAN, 2017).

A terapia de primeira linha inclui o uso de anti-inflamatérios ndo esteroidais
(AINEs) enguanto que, a de segunda linha, inclui o uso de contraceptivos orais,
podendo estar ou ndo associados aos AINEs (GUIMARAES e POVOA, 2020; RYAN,
2017).

Os AINEs sdo os medicamentos mais comuns para tratar a dismenorreia
priméria, especialmente em casos moderados (KAPLAN et al., 2013). Embora sejam
geralmente eficazes, seu uso em longo prazo pode causar efeitos colaterais, como
distarbios no figado, sistema digestivo e rins (SIMON, 2013). As pilulas
anticoncepcionais orais sdo uma opcao de tratamento, mas sao menos usadas devido as
implicacdes para a gravidez (FOX et al., 2019). Outras terapias incluem medicamentos
antiespasmadicos, magneésio, repouso, calor local, dieta leve, atividade fisica e
acupuntura (ORTIZ e ROMERO, 2013).

Segundo a Organizacdo Mundial da Sadde (OMS), plantas medicinais sao
aquelas que possuem substancias terapéuticas ou que sao precursores de farmacos semi-
sintéticos (VEIGA JUNIOR, PINTO e MACIEL, 2005). Sendo assim, os efeitos
terapéuticos das plantas medicinais sdo atribuidos aos principios ativos encontrados em
diversas partes da planta, como sementes, raizes, flores, frutos e folhas. Essas
substancias sdo responsaveis por desencadear respostas fisioldgicas nos organismos
vivos, resultando em beneficios para a saide (ROCHA et al., 2021).

Entre as varias moléculas bioativas estudadas, os metabolitos secundarios de

plantas se destacam. Diferentes dos compostos do metabolismo primario, que sao
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responsaveis pelo desenvolvimento e manutengdo celular, os metabdlitos secundarios
realizam atividades biologicas significativas e oferecem diversas vantagens para 0S
organismos que os produzem. Esses compostos despertam grande interesse tanto pelas
respostas bioldgicas das plantas aos estimulos ambientais quanto pelo seu enorme
potencial farmacoldgico (PEDROSO, ANDRADE e PIRES, 2021).

Apesar do uso de plantas medicinais como uma alternativa ou complemento aos
medicamentos oferecidos pela medicina tradicional ser uma pratica antiga (LORENZI e
MATOS, 2002), estima-se que existam entre 25.000 e 75.000 espécies vegetais, das
quais apenas 1% teve seu potencial terapéutico comprovado por estudos cientificos
realizados em humanos (LIMA et al., 2011).

Por isso, tém sido investigadas quais plantas e substancias nelas contidas
possuem atividade sobre a musculatura lisa em modelos experimentais (GULLO e
HUGHES, 2005), além de acdes gerais sobre o sistema reprodutivo para prevenir ou
reduzir complicacbes (REDDY e SATIJA, 2010). Dessa maneira, as plantas medicinais
podem se tornar uma alternativa ao uso dos medicamentos convencionais,
principalmente, quando esses ndo sdo bem tolerados ou s&o contraindicados (VELOSO
G., etal., 2021).

Os 6leos essenciais possuem uma composicdo extremamente complexa, devido a
presenca de substancias quimicas altamente funcionais. As atividades farmacologicas
desses Oleos estdo intimamente ligadas a sua composicdo quimica, que inclui
substancias de diferentes grupos funcionais, como alcoois, cetonas, terpenos, fenois,
mono e sesquiterpenos, fenilpropanonas, aldeidos, hidrocarbonetos alifaticos, entre
outros (PEREIRA e GRACAS, 2012).

A maioria dos 6leos essenciais possui um ou dois compostos majoritarios que
Ihes conferem caracteristicas especificas entre as espécies, embora existam muitos
outros componentes minoritarios (BAKKALI et al., 2008). Assim, sdo possiveis que as
substancias majoritarias ndo sejam sempre as responsaveis pelas propriedades
bioldgicas atribuidas aos 6leos. O efeito pode ser devido a um constituinte em menor
propor¢cdo ou a um sinergismo entre os diversos compostos presentes no oOleo
(BANDONI e CZEPAK, 2008; MACHADO e JUNIOR, 2011).

A composigdo dos 6leos essenciais pode variar entre representantes da mesma
especie, pois a sintese de metabdlitos secundarios € influenciada por fatores como o

clima, a estagdo do ano, as condi¢des geograficas, o periodo de colheita, os fatores
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genéticos da espécie, as técnicas de destilacdo, entre outros (GOBBO-NETO e LOPES,
2007).

As propriedades farmacologicas atribuidas aos 6leos essenciais sdo diversas e
algumas sdo preconizadas por apresentarem vantagens importantes, quando comparadas
a outras classes de substancias como, por exemplo, a sua volatilidade, que os torna ideal
para uso em nebulizacbes, banhos de imersdo ou simplesmente em inalacGes. A
volatilidade e o baixo peso molecular de seus componentes possibilita que eles sejam
rapidamente eliminados do organismo através das vias metabdlicas (BANDONI e
CZEPAK, 2008).

Os monoterpenos sdo as moléculas mais representativas dos 0leos essenciais,
constituindo mais de 90% de sua composicdo. Eles apresentam uma variedade de
propriedades bioldgicas, como relaxante muscular, antimicrobiano, antiespasmadico,
antidepressivo, anti-inflamatorio, anti-hipertensivo, analgésico, anticonvulsivante e
ansiolitico (SOUSA, 2011; GUIMARAES et al., 2013).

A familia Verbenaceae possui ampla distribuicdo geogréafica, abrangendo cerca
de 34 géneros e aproximadamente 1.200 espécies (ATKINS, 2004). Essas espécies sao
encontradas principalmente em regifes tropicais, subtropicais e temperadas do
hemisfério sul, sendo menos comuns no hemisfério norte (BUENO e LEONHARDT,
2011).

O género Lippia, pertencente a familia Verbenaceae, destaca-se como um dos
mais importantes dentro dessa familia, englobando aproximadamente 200 espécies
amplamente distribuidas nos neotrépicos. A maior diversidade das espécies €
encontrada na América do Sul, com algumas espécies endémicas na Africa. No Brasil,
Lippia ocorre nos biomas Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pampas
(PASCUAL et al., 2001; SALIMENA e MULGURA, 2015; SOUZA e LORENZI,
2005), apresentando maior prevaléncia no Cerrado e na Caatinga, onde é notavel pelo
aspecto chamativo durante a floracdo e pelo aroma forte e geralmente agradavel. Essa
espeécie pode ser encontrada em quase todas as regides brasileiras, prosperando em solos
arenosos, leitos de rios e margens de lagos, em areas com climas tropical e subtropical
(GOMES, NOGUEIRA e MORAES, 2011).

As espécies da familia Verbenaceae possuem diversas aplicagdes, incluindo usos

medicinais e ornamentais (MELO et al., 2010). Ademais, essas plantas sdo amplamente
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reconhecidas na medicina popular, pois muitas contém compostos fitoquimicos
bioativos com significativos efeitos farmacoldgicos (SANTOS et al., 2015).

Entre os paises do continente americano, o Brasil e 0 México destacam-se por
possuirem uma grande diversidade do género Lippia. No Brasil, 0 maior nimero de
espécies do género Lippia encontra-se na Cadeia do Espinhaco, localizada nos estados
da Bahia, Minas Gerais e Goias (OLIVEIRA et al., 2007; GOMES, NOGUEIRA e
MORAIS, 2011). Utilizam-se as folhas, caules ou partes aéreas com flores, comumente
preparadas por infusdo ou decocgdo, no entanto, também sdo usadas como macerado
para aplicacdo topica no uso tradicional (PASCUAL et al., 2001; MATOS, 2008;
GOMES, NOGUEIRA e MORAES, 2011).

Diversas espécies do género Lippia tém propriedades medicinais comprovadas.
Por exemplo, a Lippia alba possui aces vasorrelaxante, tocolitica e antiespasmaddica
(SILVA et al.,, 2018; PEREIRA-DE-MORAIS et al., 2019; CARVALHO et al., 2018).
A Lippia dulcis tem atividades antiespasmodica, citotoxica, antioxidante e
antiparasitaria (GORNEMANN et al., 2008; ESCOBAR et al., 2010; ATTIA et al.,
2012). A Lippia sidoides ¢ anti-inflamatoria, gastroprotetora, leishmanicida, citotoxica e
imuno-modulatéria (MONTEIRO et al., 2007; MELO et al., 2014; RAJGOPAL et al.,
2015). A Lippia multiflora é eficaz contra malaria e tem atividade antibacteriana
(VALENTIN et al., 1995; BASSOLE et al., 2010). A Lippia origanoides tem
propriedades antidismenorreicas (MACEDO et al., 2022). A Lippia thymoides é
utilizada para tratar febre, bronquite, reumatismo e dor de cabeca, com acOes
antimicrobiana, espasmolitica e antidiarreica (SILVA et al., 2016; MENEZES et al.,
2018).

A espécie L. insignis Moldenke, endémica do Brasil, encontra-se no dominio
fitogeografico entre o Cerrado e a Caatinga, com ocorréncia restrita a regido Nordeste,
especificamente no estado da Bahia (OLIVEIRA, 2014). Em virtude da exploracédo
antrépica e irracional dos recursos naturais, esta espécie encontra-se ameacgada de
extingdo (BACELLAR-SCHITTINI et al., 2009). As informacdes referentes ao seu
potencial bioativo e ao seu uso popular sdo ainda escassas (SANTOS, 2017). A espécie
caracteriza-se como um arbusto espigado, atingindo até 3 metros de altura, com ramos
delgados e indistintamente tetragonais. Suas inflorescéncias sdo axilares, apresentando
bracteas ovadas de aproximadamente 0,6 cm de comprimento e coloracdo verde; o

pedicelo mede cerca de 3 cm e a corola é labiata, variando de lild&s a magenta
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(SALIMENA et al., 2015; OLIVEIRA, 2014). Do ponto de vista botanico, trata-se de
uma planta arbustiva, aromatica, com altura aproximada de 2 metros e baixa
ramificacdo. Suas inflorescéncias sdo paucifloras, com folhas de formato ovado-deltéide
e coloragéo verde escura, e flores magentas, que normalmente surgem no més de junho
(SANTOS, 2017).

A especie Lippia lasiocalycina Cham. é nativa do Brasil e ocorre nos estados da
Bahia, Minas Gerais, Mato Grosso, Parana e Sdo Paulo, em dominios fitogeograficos
como Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Floresta Amaz6nica, além de apresentar
registros na Bolivia. Seus sin6nimos heterotipicos incluem L. lasiocalycina var.
(SALIMENA e MULGURA, 2015). As informacdes acerca do potencial bioativo dessa
espécie ainda sdo escassas (SANTOS, 2017). A planta é descrita como um arbusto que
pode atingir até 2 metros de altura, com ramos aromaticos e verticais. Sua inflorescéncia
é axilar e racemosa, e as folhas, dispostas de forma oposta, s&0 membranéceas e ovadas,
com peciolos de cerca de 1,6 cm de comprimento (BISPO, 2015).

Diante da relevancia dos produtos naturais no desenvolvimento de novos
compostos bioativos, este trabalho buscou novas alternativas terapéuticas para tratar
disturbios na musculatura lisa uterina utilizando produtos naturais, com foco nas
espeécies L. insignis e L. lasiocalycina, pouco estudadas nessa area. A Tese foi dividida
em dois capitulos e apresenta uma avaliacdo pré-clinica dos efeitos dos 6leos essenciais
combinados com doses subterapéuticas de medicamentos, analisando seu potencial

terapéutico por meio de estudos in vivo e in vitro.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito dos 6leos essenciais de Lippia insignis e Lippia lasiocalycina sobre a

contratilidade uterina, em modelo experimental de dismenorreia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar a composi¢do quimica dos Oleos essenciais de L. insignis e L.
lasiocalycina;

v Avaliar a toxicidade em dose Unica dos 6leos essenciais das espécies L. insignis
e L. lasiocalycina em camundongos fémeas.

v"Investigar atividade motora nos modelos de campo aberta e rota rod.

v' Avaliar o efeito espasmolitico dos 6leos essenciais de L. insignis e L.
lasiocalycina sobre os musculos lisos de Utero isolado de rata, utilizando como
parametros de medida a forca de contracéo e o relaxamento;

v" Investigar farmacologicamente o mecanismo de acdo dos 6leos essenciais das
espécies L. insignis e L. lasiocalycina.

v Investigar o efeito dos Oleos essenciais das espécies L. insignis e L.
lasiocalycina sobre a contratilidade uterina em modelos experimentais in vivo de

dismenorreia priméria.
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CAPITULO 1

Oleo essencial de Lippia insignis Moldenke induz efeito tocolitico em Gtero de rata
virgem e reduzem contorgdes abdominais em modelo in vivo de dismenorreia
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RESUMO

O estudo investigou a atividade espasmolitica do 6leo essencial de Lippia insignis
Moldenke (LIO) em Utero isolado de ratas, com foco no seu potencial no tratamento da
dismenorreia. Dismenorreia refere-se as dores pélvicas durante o ciclo menstrual, sendo
tratada principalmente com anti-inflamatérios ndo esteroides e hormonios
contraceptivos. O género Lippia € conhecido por suas propriedades farmacoldgicas,
especialmente acdo espasmolitica, mas muitas espécies carecem de estudos
aprofundados. Obijetivo: avaliar o efeito do 6leo essencial de L. insignis Moldenke
(L1O) na contratilidade uterina e seu possivel mecanismo e seu efeito antidismenorréico
em roedores. Métodos: Avaliamos o efeito espasmolitico por meio de ensaios in vitro
com Utero isolado de ratas. Para avaliar a coordenagdo motora e a mobilidade, foram
utilizados os testes rotarod e campo aberto, respectivamente. Para o estudo de
toxicidade de dose Unica, administramos LIO na dose de 2 g/kg por gavagem. A
dismenorreia foi estabelecida pela injecdo de cipionato de estradiol em camundongas
fémeas. Resultados: No estudo de toxicidade em dose Unica, a administracdo de 2 g/kg
de LIO ndo alterou o comportamento dos animais, sem Obitos ou sinais clinicos de
toxicidade. Os testes de coordenacdo motora e mobilidade ndo revelaram efeitos
adversos. L10 relaxou o Utero de rata pré-contraida com 10 Ul/mL de OCT, 1uM CCh
ou 60mM KCI. A pré-incubacdo de bloqueadores 4-AP, GLIB, e TEA ndo alterou
significativamente o efeito relaxante do LIO. Ja na presenca do CsCl, houve diferenca
significativa entre os valores de logCEso. A pré-incubacdo com propranolol,
fentolamina, L-NAME, azul de metileno, ODQ, animofilina e heparina nas contracdes
induzidas por carbacol ndo alterou significativamente o efeito relaxante do L1O. A pré-
incubacéo com LIO em meio livre de Ca®* nas concentrages de 9 pg/mL, 27 pg/mL ou
81 pg/mL reduziu a contracdo induzida pelo carbacol. O tratamento com LIO a 100
mg/kg por via oral, inibiu as contor¢des em camundongos fémeas. J& o tratamento do
LIO 10 mg/kg associado com a subdose de escopolamina 0,35 mg/kg, nifedipino 0,7
mg/kg ou é&cido mefenamico 9 mg/kg inibiu as contor¢cbes em camundongos.
Conclusdo: Demonstra o efeito tocolitica e potencial antidismenorreico quando
associado com as subdoses dos medicamentos, reduzindo principalmente a contorcgdes
dos animais e apresenta baixa toxicidade oral em dose Unica.

Palavras-chave:Verbenaceae. Efeito espasmolitico. Musculo liso. Utero. Dismenorreia.
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1 INTRODUCAO

A dismenorreia € um termo médico usado para descrever as dores na regido
pélvica que ocorrem durante o periodo menstrual. Os sintomas da dismenorreia
costumam ocorrer durante a ovulacdo ou imediatamente apos, persistindo até o final do
periodo menstrual em muitas mulheres. A dismenorreia primaria pode persistir por anos
e, em alguns casos, pode ser cronica (Fox et al., 2019; Guimardes and Povoa, 2020),
comprometendo cerca de 50% a 90% das mulheres em fase reprodutiva (Acheampong
et al., 2019; E. et al., 2018). Acredita-se que ela esteja relacionada ao aumento da
sintese e liberacdo de prostaglandinas, as quais ocasionam uma hipercontratilidade
uterina. Esse evento resulta na hipdxia e isquemia do musculo uterino, provocando a dor
(Guimar&es and Pdévoa, 2020).

O tratamento da dismenorreia inclui o uso de anti-inflamatdrios ndo esteroidais e
horménios anticoncepcionais. Os anti-inflamatorios ndo esteroidais sdo comumente
usados como terapia de primeira linha, mas podem ter efeitos adversos em longo prazo
(Daniels et al., 2002). Os hormonios anticoncepcionais, como 0S contraceptivos orais,
sd0 uma opcdo alternativa que ajuda a reduzir o fluxo menstrual e a producdo de
prostaglandinas, aliviando os sintomas da dismenorreia (Sun et al., 2016).

A utilizacdo de plantas medicinais oferece uma alternativa ao uso de
medicamentos convencionais, uma vez que as terapias convencionais podem apresentar
efeitos adversos que podem ser mal tolerados. Com base na literatura, ha evidéncias de
que algumas plantas medicinais possuem atividade antiespasmodica, 0 que pode
contribuir para o alivio da dismenorreia (Pellow and Nienhuis, 2018).

O género Lippia engloba diversas espécies com elevada concentracdo de 6leos
essenciais, despertando interesse na etnofarmacologia. Algumas espécies de Lippia
destacam por sua relevancia na medicina tradicional, conforme evidenciado em estudos
(Albuquerque et al., 2007; Pascual et al., 2001). No entanto, apesar dos avangos nos
estudos sobre o uso de plantas medicinais desse género, ainda ha muitas espécies que
necessitam de pesquisas mais abrangentes e aprofundadas.

A pesquisa cientifica que aborda as propriedades quimicas, farmacoldgicas e
bioldgicas sobre a espécie Lippia insignis Moldenke é limitada. A planta é endémica do
Brasil, sendo encontrada principalmente no estado da Bahia, na regido do bioma
caatinga (Trindade et al., 2021).



27

Dado a escassez de dados cientificos e o crescente interesse farmacologico em
relacdo a esta espécie, este estudo tem como objetivo investigar a atividade
espasmolitica e o possivel mecanismo do relaxamento do 6leo essencial de L. insignis
(L10) em modelos in vitro e in vivo, com foco em sua possivel aplica¢do no tratamento

da dismenorreia.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Partes aéreas de L. insignis Moldenke (HUEFS 2432189, SISGEN Cadastro
n® A1C1DEB) foram coletadas durante a manhd, em Janeiro de 2019, em plantas
floridas e mantidas sobre cultivo no Horto Florestal (12°16'10.3"S 38°56'18.8"W), na
cidade de Feira de Santana, a 234 metros acima do nivel do mar, com temperatura
média anual de 24°C e uma taxa de precipitacdo média de 848 mm por ano.

A planta foi seca a temperatura ambiente até peso constante (aproximadamente
72h). Na extragdo do Oleo, 100g de folhas secas da espécie foram trituradas em
liquidificador com &gua destilada e, em seguida, adicionadas em baldo de vidro

contendo agua destilada em volume suficiente para cobertura total do material vegetal.

2.2 Extracéo do 6leo essencial

O método de extracdo foi por hidrodestilagdo, utilizando-se o aparelho de
Clevenger, acoplados a baldes de vidro, que foram aquecidos por mantas térmicas
elétricas com termostato. A extracdo foi conduzida durante 3 horas, contadas a partir da
condensacéo da primeira gota. Apés a extracdo foi separado o 6leo da agua e adicionado
ao 6leo o sulfato de sédio anidro para eliminagdo da agua residual. Posteriormente, com
0 uso da pipeta do tipo Pasteur, o 6leo foi coletado e acondicionado em frascos de
vidros, etiquetados e armazenados a -23°C até a realizacdo da analise quimica. O teor de
6leo essencial (%) foi calculado pela relagédo entre volume de 6leo e biomassa seca das
folhas. O oleo essencial foi extraido por hidrodestilacdo, analisado por GC/FID e
GC/MS no Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais e Bioativos (LAPRON).
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2.3 Animais

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Uso de Animais da Universidade Federal do Vale do Séo Francisco (CEUA-UNIVASF)
sob 0 nimero 0004/261120. As ratas adultas (150-250g) e as camundongas fémeas (25-
35g) foram obtidas de Biotério Central do UNIVASF e alojadas em uma sala com
temperatura controlada (22+2°C) com um ciclo automaticamente programado de 12h
claro/escuro. Os animais receberam alimentos (LABINA, Purina do Brasil Ltda, Brasil)
e agua estavam disponiveis ad libitum. As experiéncias foram realizadas entre as 7:00 e
as 17:00.

2.4 Estudos de toxicidade aguda

Os procedimentos foram realizados utilizando as diretrizes da Organizacdo para
Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OCDE) - Diretrizes 425 (OCDE, 2008a) e
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria (Agéncia de Vigilancia Sanitéria, 2013).

Neste ensaio, o LIO na dose de 2 g/kg foi administrado por gavagem,
paralelamente, um grupo, com o mesmo numero de animais, foi tratado com veiculo
(salina e 3% cremofor 0.1 mL/10g/v.0) e um grupo tratado s6 com solucdo salina. Os
animais foram observados periodicamente durante as primeiras 24 h (nos 30, 60, 90,
120, 240, 480 e 720 min) ap6s o tratamento e depois uma vez ao dia por 14 dias. No 14°
dia, os camundongos foram eutanasiado sob anestesia (xilazina 10-15 mg/kg e cetamina
100-150 mg/kg) e 6rgaos vitais (coracao, rins, pulméo, baco e figado) foram removidos
para exame macroscopico e peso relativo dos 6rgdos. Também avaliamos outros
parametros, como peso corporal, ingestdo de alimentos e dgua, diariamente, ao longo do
estudo (Agéncia de Vigilancia Sanitaria, 2013; OECD,2008A)

2.5 Teste do campo aberto

Realizou o teste de campo aberto (TCA) para avaliar o comportamento
locomotor de camundongos. Os animais foram tratados com solugéo salina (10 mL/kg,
v. 0.), LIO (10, 30 e 100 mg/kg, v. 0.) ou diazepam (2,5 mg/kg, i.p.) e 30min apos o
tratamento cada camundongo foi colocado no centro do campo aberto area e permitido
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explora-la por 5 min. Durante a sessdo de teste de 5 min, foram avaliadas as variaveis de
laténcia de movimento da atividade locomotora, nimero total de cruzamentos, 0 nimero
total do levantar, niUmero de auto-limpeza e o tempo em que 0s animais permaneceram
parados. Limpamos a &rea do campo aberto com uma solucdo de etanol a 5% e
deixamos secar depois de testar cada camundongo (Prut and Belzung, 2003).

2.6 Teste da barra giratéria (ROTA-ROD)

Nesse teste, os animais foram pré-selecionados em uma sessdo de treinamento
24 horas antes do teste com base na capacidade de permanecerem na barra (a 7 rpm) por
1 minuto. Grupos de animais pré-selecionados foram tratados com solucéo salina 0,9%
(10 mL/kg, v.0), LIO (10, 30 e 100 mg/kg, v.0) ou diazepam (2,5 mg/kg, i. p.). Trinta
minutos apos o tratamento, os animais foram colocados com as quatro patas na barra, e
a queda e o tempo no rota-rod foram avaliados por 3 min nos tempos de 30, 60 e 120

min apds os tratamentos (Dunham and Miya, 1957).

2.7 Preparacao de tecido

Os animais foram tratados 48h antes do inicio dos experimentos com cipionato
de estradiol (1mg/kg. por via subcutdnea) para inducdo do estro. Apds, foram
eutanasiadas por deslocamento cervical e 0s cornos uterinos foram excisados e abertos
longitudinalmente para obtencdo de 4 tiras de tecido uterino de 1cm de comprimento.
Em seguida, segmentos foram colocados individualmente em um banho de 6rgéos de 10
ml contendo a solucdo nutritiva Ringer-Locke (NaCl 154,0 mM, KCI 5,63 mM,
CaCl,.2H,0 2,16 mM, Glicose 55 mM e NaHCO; 11,9 mM) aerada com mistura
carbogénica (95% de O, e 5% de CO,) a 32°C e pH 7,4. Cada corno uterino foi
conectado a um transdutor isométrico (Panlab, Cornella, Barcelona, Espanha) sob uma
tensdo basal isotonica de 1g e deixado equilibrar por pelo menos 45 minutos, sendo
lavado com uma nova solugéo de Ringer-Locke a cada 15 min.
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2.8 Atividade espasmolitica no Utero isolado de rata

Ap0s o periodo de estabilizacdo de 45 minutos duas contra¢fes foram induzidas
por carbacol (CCh) 1uM, ocitocina (OCT) 10 UI/mL ou cloreto de potassio (KCI) 60
mM. Durante a fase tonica sustentada da segunda resposta, o LI1O, foi cumulativamente
adicionado a cuba em concentracdes crescentes (1, 3, 9, 27, 81, 243 e 729 pug/mL), com
um intervalo de 5 minutos entre cada adi¢do. Além disso, um grupo experimental ndo
foi submetido a agentes contraturantes para verificar o efeito do LIO no tonus basal do
0rgdo. Neste caso, LIO foi adicionado cumulativamente (1, 3, 9, 27, 81, 243 e 729
pg/mL) na cuba em intervalos de 5 minutos, apds o periodo de estabilizacdo de 45
minutos sem contracdo pré-induzida. Por fim, foi observado se os érgdos responderam a
contracdo ao final do experimento. O LIO foi diluido em solugdo de cremophor EL 3%
em &gua destilada e este veiculo ndo teve efeito relaxante (dados néo apresentados).

2.9 Analise do mecanismo de acéo

Para investigar o possivel mecanismo relaxante do L1O, as prepara¢des uterinas
foram montadas conforme descrito anteriormente e contraidas com CCh 1 uM na
auséncia ou presenca de cloreto de césio (CsCl, 5 mM), um bloqueador nédo seletivo dos
canais para K* (Zhou et al., 1996), tetraetilamonio (TEA, 5 mM), um bloqueador dos
canais para potassio ativados pelo Ca** (Kc) (Khan et al., 2001), 4-aminopiridina (4-
AP, 1 mM), um bloqueador dos canais para potassio abertos por voltagem (K,)
(Aaronson et al., 2006) ou glibenclamida (GLI, 1 uM), um bloqueador dos canais para
potéssio sensiveis ao ATP (Katp) (Hughes and Hollingsworth, 1997), propranolol
(PRO, a 10 uM), um antagonista B-adrenérgico; fentolamina (PHE, a 1 pM), um
antagonista a-adrenérgico (Fanning et al., 2017), Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME, 100 uM), inibidor da o6xido nitrico sintase (Munglue et al., 2013), azul de
metileno (AZM, 1uM) inibidor ndo seletivo da guanilil ciclase soltvel (Evora, 2016;
Naseri et al., 2008), 1H-[1, 2, 4] oxadiazolo [4, 3-A] quinoxalina-1-ON (ODQ, 10 uM),
inibidor seletivo da guanilil ciclase soluvel (Garthwaite et al., 1995) ou aminofilina
(AMI, 1 uM) inibidor da fosfodiesterases (Hirsh et al., 2004; Lai et al., 2021), e
heparina (HEP, a 10 uM), um bloqueador dos receptores de inositol 1,4,5-trifosfato
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(IPsR) (Song et al., 2015). Ap6s o periodo de estabilizacdo, o LIO foi adicionado
cumulativamente (1-729 pg/mL) e individualmente a cada preparagao.

Para avaliar a influéncia da liberacdo de Ca2" dos estoques intracelulares, duas
contracdes foram induzidas com CCh 10 uM em meio livre de Ca2" e, antes da segunda
contracdo, as preparagdes foram pré-incubadas por 20 min com &gua destilada ou LIO
(9, 27, ou 81 pg/mL). As contracdes evocadas pelo carbacol foram comparadas antes e

apos a adicédo do LIO.

2.10 Efeito do LIO nas contorc¢Ges abdominais de camundongos em modelo de

dismenorréia primaria

Camundongos fémeas, foram pré-tratados com cipionato de estradiol
(Img/kg/dia) por via intraperitoneal por 3 dias consecutivos. Os grupos foram entdo
divididos (n=6) e no 4° dia os animais foram tratados via oral de acordo com 0s grupos
experimentais: veiculo (3% cremophor diluido em 0,9% NaCl), LIO 10, 30 ou 100
mg/kg, ou acido mefendmico 90 mg/kg. Ap6s 60 min de tratamento, 0s animais
receberam ocitocina por via intraperitoneal (0,4 Ul/mL), e o numero de contor¢cdes
abdominais (caracterizada pela contorcdo abdominal, com rotacdo pélvica e
alongamento das patas traseiras) foi registrado nos 30 min subsequentes (Yang et al.,
2015).

2.11 Efeito do LIO associado a drogas nas contor¢cdes abdominais de

camundongos em modelo de dismenorréia priméria

Camundongos fémeas, foram pré-tratados com cipionato de estradiol
(Img/kg/dia) por via intraperitoneal por 3 dias consecutivos. Os grupos foram entdo
divididos (n=6) e no 4° dia, os animais foram tratados por via oral de acordo com o0s
grupos experimentais: veiculo (3% cremophor diluido em 0,9% NacCl), escopolamina
3,5 mg/kg, nifedipina 7 mg/kg, acido mefenamico 90 mg/kg, escopolamina 0,35 mg/kg,
nifedipina 0,7 mg/kg ou acido mefenamico 9 mg/kg, LIO 10 mg/kg, LIO 10 mg/kg +
escopolamina 0,35 mg/kg, L1O 10 mg/kg + nifedipina 0,7 mg/kg ou L10O 10 mg/kg +
acido mefenamico 9 mg/kg. A dosagem dessas drogas foi estimada de acordo com a
dose equivalente humana estabelecida por (Nair and Jacob, 2016a). Apds 60 min de

tratamento, 0s animais receberam ocitocina por via intraperitoneal (0,4 Ul/mL), e o
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namero de contor¢des abdominais foi registrado nos 30 min subsequentes (Yang et al.,
2015).

2.12 Analise de dados e estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (SEM) ¢ “n”
representa 0 nimero de experimentos realizados ou 0 numero de animais por grupo
experimental. Os valores de CEsy foram calculados por meio de regressdo néo linear;
log CEsp pg/mL representam o logaritmo de CEsp. Os dados foram analisados
estatisticamente por meio do teste t de Student ndo pareado, ANOVA two-way seguida
do teste de comparacGes mdltiplas de Sidak, teste de Kruskal-Wallis seguido de
compara¢Ges multiplas de Dunntt ou teste de Mann-Whitney, onde p < 0,05 foi
considerado significativo. Para analise estatistica e producdo dos gréaficos utilizou-se o
software GraphPad Prism® versdo 6.00 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, USA).

3 RESULTADOS
3.1 Anélise da composic¢éo quimica do 6leo essencial

A anélise quimica do 06leo essencial de L. insignis (LIO) revelou a presenca de
25 compostos terpendides (Tabela 1), com predominancia de monoterpenos e teve como
constituinte majoritario o timol com concentracdo de 39,12% da amostra, seguido y-
terpineno (13,05%), p-cimeno (9,95%), E-ocimenona (8,03%), f-mirceno (6,49%) e
mircenona (5,02%) estando os demais constituintes com um percentual abaixo de 5% na

composicao do 6leo essencial.

Tabela 1. Composicéo do 6leo essencial de L. insignis por CG-EM

Composto 1At 1A Média = DP
a-tujeno 924 928 0.64 + 010
a-pineno 932 937 0.14 + 0.02

sabineno 969 977 0.16

I+

0.02
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B-mirceno 988 992 6.49 + 051

p-cimeno 1020 1031 9.95 + 043

E-p-ocimeno 1044 1049 0.66 + 0.02

linalol 1095 1107 1.29 * 0.22

mircenona 1145 1156 5.02 + 1.02

a-terpineol 1186 1204 0.14 + 0.02

E-ocimenona 1235 1250 8.03 + 1.77

carvacrol 1298 1311 2.51 * 0.87

a-humuleno 1452 1464 0.35 + 0.13

viridifloreno 1496 1499 0.22 + 0.10

B-bisaboleno 1505 1515 0.20 * 0.09

oxido de cariofileno 1582 1595 0.20 + 0.07

IAir = indice Aritmético da literatura; 1Ac.c = indice de Kovats calculado; DP = desvio

padrdo
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3.2 Toxicidade oral aguda

No teste de toxicidade em dose Unica, 0 L1O (2 g/kg) ndo apresentou alteracdo
no comportamento dos animais (ataxia, reflexo auricular, reflexo de endireitamento,
anestesia, ptose, entre outros), ndo foram observados ébitos ou sinais clinicos de
toxicidade dos animais durante o periodo de tempo do protocolo. Em relacéo a variagdo
do peso corporal entre os animais controle e tratados, ndao observamos nenhuma
alteracdo significativa. Além disso, ndo observamos alteragdes no consumo diério de
comida e &gua pelos ratos. Na andlise macroscopica dos 6rgdos ndo observamos
alteracdes de tamanho, aparéncia ou cor. A andlise estatistica ndo revelou diferenca
significativa entre os pesos relativos dos 6rgdos dos grupos tratados em comparagédo

com os grupos de controle negativo.
3.3 Rota-rod
O LIO foi testado em camundongos nas doses (10, 30 e 100 mg/kg) para 0s

possiveis efeitos na coordenacdo motora (Fig. 1 A-C), ndo houve alteracbes entre o0s

animais que receberam tratamento com LIO e controle negativo.

n° de quedas
n° de quedas

Fig. 1. Efeito da administracdo oral do LIO (10, 30 e 100 mg/kg) na coordenacdo motora de
camundongos. As barras expressavam a médiatSEM., n=6. A, B e C: representam os dados 30, 60 e 120
minutos ap6s a administragdo, respectivamente. *p<0,05 significativamente diferente do grupo controle
(ANOVA seguida pelo teste de Dunnett’s).
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3.4 Testes de campo aberto

O LIO foi testado em camundongos para efeitos no comportamento locomotor.
Os resultados obtidos mostraram que assim como 0s animais do controle negativo, 0
grupo tratado com LIO nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg ndo apresentou alteracdes

sobre nenhum dos parametros avaliados, como apresentado na Tabela 2.

Tabela 2: Efeito do 6leo essencial de L. insignis sobre o sistema nervoso central de
camundongos a partir do modelo experimental do campo aberto

Tratamento Dose NUmero de Tempo de Numero de Numero de
(mg/kg) ambulacdo  imobilizacio reerings grooming
C.N _ 75,83+2,41 30,00+6,86 19,504+2,54  2,16+0,30
LIO 10 40,00+3,51  32,50+12,83 12,50+1,14 1,83+0,47
LIO 30 36,67+0,95 55,17£19,79 12,17+2,16 1,33+0,21
LIO 100 36,33+0,66  67,67+27,70 9,33+0,76 1,66+0,33
Diazepam 2,5 5,66+1,22 204,2+22,07 1,50+0,84 0,50+0,22

Dados expressos em média + SEM *(p<0,05, Teste de ANOVA one way seguido do Dunnett’s test.).

3.5 Efeito relaxante do LIO no Utero isolado de ratos

Nas contracOes fasicas espontaneas, o LIO (1-729 pg/mL) ndo foi capaz de
reduzir significativamente as contracfes de maneira dependente da concentragdo. Nas
contragdes induzidas por OCT (107 UI/mL), o LIO relaxou significativamente o Gtero a
27ug/mL, com valor de logCEsp= 1,41+0,18. Nas contracdes induzidas pelo CCh
(1uM), o LIO relaxou significativamente o Gtero a partir da concentracdo de 27ug/mL,
apresentando valor de logCEsy= 1,43£0,16 e com KCI (60mM), a partir da concentragdo
de 81pg/mL, apresentando o valor de logCEsp= 1,84+0,14 de forma dependente da

concentracdo (Fig. 2)
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Fig. 2. Efeito relaxante do 6leo essencial de L. insignis (LIO) nas contracGes isolada do Gtero em
preparacOes espontaneas (BASAL) ou pré-contraidas com carbacol (CCh, 1uM), ocitocina (OCT, 10
Ul/mL) ou cloreto de potassio (KCI, 60 mM). Dados expressos como média+SEM, n=5; *representa o
relaxamento significativo quando comparado ao efeito na concentragdo lpg/mL na mesma curva
concentragdo-resposta (p < 0,05, ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de multiplas comparacGes de
Holm-Sidak Sidak).

3.6 Influéncia dos canais K™ no efeito do LIO

Investigamos a participacdo dos canais de K' no efeito LIO. Os dados
mostraram que nao houve diferenca significativa no efeito L1O na presenca de 4-AP de
logCEso= 1,28+0,20 (Fig. 3A), GLI logCEsy= 1,61+0,06 (Fig. 3C) ou TEA logCEsy=
1,44+0,33 (Fig. 3D) quando comparado a auséncia desse bloqueador. Na presenca de
CsCl logCEso= 2,43+0,23 (fig. 3B), foi possivel observar que houve diferenca
significativa entre os valores de logCEsy, quando comparados na auséncia deste
bloqueador.
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Fig. 3. Efeito relaxante do 6leo essencial de L. insignis (LIO) nas contragdes isoladas do Gtero induzidas
por carbacol 1uM na presenga ou na auséncia de bloqueadores dos canais de potassio: A, 4-aminopiridina
(4-AP, 1 mM) bloqueador dos K,; B, cloreto de césio (CsCl, 5 mM) bloqueador dos K;; C, glibenclamida
(GLIB, 1 uM) bloqueador dos Katp € D, tetraetilamdnio (TEA, 5 mM) bloqueador dos Kc,. (n=5). Dados
expressos em média £ SEM., respectivamente; *representa os efeitos significantes (p< 0,05, two-way

ANOVA, seguindo de Holm-Sidak).

3.7 Investigacdo da participacdo dos receptores adrenérgicos no efeito

relaxante do LIO

A poténcia do LIO (logCEsp= 1,43%0,16) em relaxar o Utero isolado pré-

contraido com CCh ndo foi alterada quando comparada as preparacfes pré-incubadas
com propranolol (logCEsp= 1,21 + 0,12) (Fig. 4 A) ou fentolamina (logCEso= 1,31 +

0,08) (Fig. 4 B).
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Fig. 4. Efeito relaxante do 6leo essencial de L. insignis (LIO) nas contracGes isoladas do Gtero induzidas
por 1uM de carbocol na presencga ou auséncia de antagonistas adrenérgicos. A, propranolol (PRO, 10uM)
e B, fentolamina (PHE, 1uM). Dados expressos com média + SEM, n=5.

3.8 Influéncia da via de NO/GCS/GMPC/PKG no efeito do LIO

Outra importante via de sinalizacdo que relaxa a musculatura lisa uterina
envolve a cascata NO/sGC/GMPC/PKG. Assim, a poténcia do LIO na presenca do L-
NAME foi avaliada logCEse= 1,45+0,23 e ndo foi possivel notar qualquer alteracdo no
efeito relaxante do LIO (Fig. 5A). Quando avaliada a atividade relaxante do LIO na
presenca do MB (Fig. 5B), observou-se que o LIO ndo apresentou diferenca
significativa quando comparado a acdo do 6leo na auséncia deste inibidor, apresentando
um logCEs valor na presenca do bloqueador de 0,85+0,08. Da mesma forma, quando a
atividade relaxante do 6leo foi avaliada na presenca de ODQ logCEse= 1,36 £ 0,11 (Fig.
5C) nédo houve diferenca quando comparada na auséncia do blogueio. A acdo da LIO foi
verificada na presencga de aminofilina, logCEsy= 1,62 + 0,11 (Fig. 5D). Na presenca do
inibidor, o efeito relaxante da LIO ndo apresentou diferenca quando comparado a
auséncia do inibidor.
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Fig. 5. Efeito relaxante do 6leo essencial de L. insignis (L1O) nas contra¢des isoladas do Utero
induzidas por 1 uM de carbacol na presenga ou auséncia de inibidores da via NO/GCS/GMPC/
PKG: A, Ester metilico de No-nitro-L-arginina (L-NAME, 100 pM) inibidor da éxido nitrico
sintase; B, azul de metileno (MB, 1uM) inibidor solivel da guanilil ciclase; C, 1H- [1,2,4]
Oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-1-ona (ODQ, 10 puM) inibidor da guanilato ciclase e D,
aminofilina (AMI, 10 uM) inibidor da fosfodiesterase. (n = 5); Dados expressos em média +
SEM, respectivamente. *representa os efeitos significantes (p < 0,05, two-way ANOVA,
seguindo de Holm-Sidak).

3.9 Influéncia do L1O na mobilizacdo de calcio

Quando o LIO foi pré-incubado com heparina, ndo foram observadas diferengas
significativas com o logCEs= 1,19 + 0,13 (Fig. 6A) em comparagdo com as
preparacdes sem o bloqueador (logCEsp= 1,43 £ 0,16), indicando que o LIO néo esta
influenciando os IP3R. Além disso, o efeito do LIO na mobilizacdo de calcio de

estoques intracelulares e o meio extracelular foi investigado. Isto foi observado que o
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LIO, nas concentragdes 9 ug/mL (60,59 + 8,73), 27 ug/mL (40,94 £ 6,53) e 81 pug/mL
(3,03 £ 1,36), reduziu significativamente as contragdes evocado por carbacol em meio
livre de Ca’* (Fig. 6B).
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Fig. 6. Efeito do 6leo essencial de L.insignis (LIO) na mobilizacdo de Ca”** nas contragdes
isolado do Gtero. A, efeito relaxante do LIO em 1uM de contragdes induzidas por carbacol na
auséncia ou presenca de heparina (HEP,10 uM). Dados expressos como média + SEM, n=5. B,
Efeito inibitério de 6leo essencial de L. insignis em Utero isolado contragfes induzidas por
10uM de carbacol em meio despolarizante sem Ca®*. Dados expressos como média + SEM.,
n=5. *representa os efeitos significativos (p < 0,05, ndo pareado teste t de Student) quando
comparado com o controle (barra de H,0).

3.10 Efeito do LI1O no modelo experimental de dismenorréia priméria

O tratamento com LIO (Fig. 7A), nas doses de 100 mg/kg (11,67+0,95) por via
oral, induziu reducdo no numero de contor¢cdes quando comparado ao veiculo
(24,33+0,88) apresentando diferenca estatistica significativa. Foram selecionados trés
medicamentos utilizados clinicamente na terapia primaria da dismenorreia, e suas doses
habituais utilizadas em testes em ratos foram baseadas na conversao de dose humano-
animal (Nair e Jacob, 2016b). Nifedipina 7 mg/kg (6,83 + 1,40), 4cido mefenamico 90
mg/kg (0,33 = 0,21) e escopolamina 3,5 mg/kg (9,33+0,49) apresentaram diferencga
significativa no ndmero de contor¢des quando comparados ao veiculo (fig. 7B). O
tratamento oral com LIO na dose de 10 mg/kg associado a nifedipina 0,7 mg/kg,
escopolamina 0,35 mg/kg ou acido mefenamico 9 mg/kg reduziu o numero de
contorgdes abdominais induzidas pela ocitocina (3,33 £ 0,95, 13,5+ 0,95 e 2,50 + 0,61
respectivamente), mostrando diferengas significativas em relacdo ao veiculo (24,33 +
0,88) (Fig. 7C).
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Fig. 7. Efeito inibitério do 6leo essencial de L.insignis (LIO) nas contor¢des abdominais
induzidas por ocitocina. Veiculo, creméforo a 3% diluido em solugdo salina a 0,9%. Todos 0s
dados sdo apresentados como média + SEM, n=6: A, camundongos foram tratados nas doses 10,
30 e 100 mg/kg por via oral; *representa os efeitos significativos (p<0,05, teste de Kruskal-
Wallis seguido de comparacBes multiplas de Dunn) quando comparado ao Veiculo; B,
camundongos foram tratados por via oral; *representa os efeitos significativos (p<0,05,teste de
Mann-Whitney) quando comparado ao Veiculo; C, camundongos foram tratados por via oral; as
analises estatisticas foram realizadas pelo teste de Mann-Whitney; *efeito significativo (p<0,05)
quando comparado ao Veiculo; #efeito significativo (p<0,05) quando comparado com
nifedipina ou escopolamina, respectivamente, sem tratamento com LIO.
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4 DISCUSSAO

A partir da analise quimica dos componentes do 6leo essencial da espécie Lippia
insignis Moldenke, foi possivel identificar o monoterpeno timol como componente
majoritario, seguido y-terpineno, p-cimeno, E-ocimenona, 3-mirceno e mircenona sendo
0s constituintes como potenciais marcadores sobre 0s possiveis efeitos do LIO em
modelos farmacoldgicos.

Entre muitos constituintes, o timol, quimicamente conhecido como 2-isopropil-
5-metilfenol, é um fenol monoterpeno aromatico e é abundantemente encontrada em
varias plantas aromética. Conforme Oliveira et al., (2019) um estudo realizado de
caracterizagdo quimica do 6leo essencial de L. insignis Moldenke em diferentes épocas
de colheita, demonstrou a presenca do timol como o componente majoritario. Com
relacdo a sua atividade bioldgica, na literatura existe uma série de trabalhos que relatam
diversas propriedades desta molécula, dentre as quais podem ser citadas atividade
antioxidante (Venu et al., 2013), bem como anti-inflamatdrias, atividade cicatrizante,
antinociceptiva e anestésica (Chauhan et al., 2014; Haeseler et al., 2002; Riella et al.,
2012; Mendes et al., 2010).

Em uma revisdo realizada por Ombito et al., (2014), sobre a composi¢do quimica
de algumas espécies do género Lippia, indica um grande potencial para atividades
bioldgicas dos 6leos essenciais dessas espécies, como fontes alternativas para aplicaces
na medicina e em outras areas.

A L. insignis Moldenke (Verbenaceae) é uma espécie silvestre endémica da
regido da Chapada Diamantina e encontra-se em estado vulneravel devido aos impactos
das acGes do ser humano sobre o ambiente, de forma exploratdria, na regido (Salimena
and Mulgura, 2015). Assim como a maioria das espécies do seu género, L. insignis
Moldenke é uma planta aromaética, rica em 6leo essencial composto por terpenos. Em
relacdo ao Conhecimento etnobotéanico, as espécies deste género sdo bastante utilizadas
em todo o mundo como alimentos, bebidas, temperos e remédios; sendo grande parte
das aplicagbes medicinais para problemas relacionados as queixas respiratorias,
infeccdes pulmonares, tosse, resfriado e asma (Pascual et al., 2001).

Apesar do amplo uso de plantas medicinais voltado para a saude em paises em
desenvolvimento, existem poucas informag0es sobre as propriedades toxicas das plantas

medicinais (Aradjo et al., 2017; Saad et al., 2006). Até no momento, nenhum estudo
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sobre a toxicidade do 6leo essencial da L. insignis Moldenke foi realizado. Assim, o
presente estudo foi conduzido para avaliar sua toxicidade.

A mortalidade, alteracdes fisiologicas, aumento ou diminui¢do do consumo de
racdo e &gua e aumento do peso relativo dos Orgdos, sdo critérios importantes na
avaliacdo toxicologica (Asare et al., 2012). A administracdo do L10O, na dose 2g/kg, ndo
apresentou nenhum efeito toxico. A partir do teste realizado, foi possivel estabelecer
uma dose limite segura para os testes farmacologicos subsequentes.

Alguns autores sugerem que substancias que modificam a atividade locomotora
podem atuar no teste de campo aberto fornecendo informacdes sobre as substancias
(Silva et al., 2007). O teste do campo aberto é usado para avaliar ndao apenas
comportamentos de ansiedade, mas também sedativo bem como efeitos de drogas na
atividade locomotora (Okoli et al., 2010). Desta forma, decidimos estudar o efeito do
LIO no teste de campo aberto, um modelo animal classico usado para avaliar efeitos das
drogas na atividade motora. Dessa forma o LIO nas doses 10, 30, 100 mg/kg ndo
reduziu o nimero de reerings e grooming e nem houve alteracdes nos parametros
motores (nUmero de ambulacdo e tempo de imobilidade), indicando que o tratamento
com LIO néo promove efeito sedativo ou depressor sobre o sistema nervoso central dos
animais.

O teste rota-rod trata-se de um modelo experimental classico proposto para
avaliar a coordenacdo motora ou bloqueio neuromuscular periférico (Estrada-Reyes et
al., 2014; Martinez-Vazquez et al., 2012). Animais em condi¢cBes normais, sem
influéncia de substancias que alteram o sistema nervoso central, podem ser mantidos
por um longo periodo de tempo sobre a barra giratoria. Assim, a partir do nimero de
quedas esse teste € capaz de detectar danos neurol6gicos minimos, tais como ataxia e
sedacdo (Marques et al., 2014). Nossos achados mostraram que o LIO (10, 30 e 100
mg/kg), diferente do diazepam (2,5 mg/kg), ndo teve modificacbes na coordenacao
motora dos animais no teste rota rod. Dessa forma o LIO ndo promoveu alteragfes na
coordenacao motora dos animais.

E importante ressaltar que as comunidades tradicionais da Chapada Diamantina
usam as plantas para o tratamento de vérias doengas, incluindo colicas menstruais.
Como nossos dados mostraram nenhuma toxicidade do LIO sobre os parametros

fisiologicos e no sistema nervoso central do LIO, realizamos uma avaliagio
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espasmolitica para avaliar o potencial de relaxamento do musculo liso uterino in vitro,
evidenciando os usos tradicionais dessa planta.

Os resultados obtidos demonstraram que LIO apresentou efeito espasmolitico
significativo, apresentando a capacidade de reduzir contracOes, independentemente do
agente contraturante utilizado. O LIO foi capaz de promover o relaxamento dos cornos
uterinos isolados de rata pré-contraida com carbacol ou ocitocina ou cloreto de potassio,
de uma maneira dependente da concentragéo.

Em Gtero de ratas e camundongas, a ocitocina e o carbacol causam uma resposta
no Utero, sendo que a contracdo inicial é desencadeada pela liberacdo de ions célcio
(Ca®*) armazenados nas células, via IPs. J4 a contragdo sustentada resulta da entrada de
fons calcio (Ca®") pelos canais de célcio voltagem-dependentes (Cay). A abertura desses
canais Cay é facilitada pela despolarizacdo da membrana, impulsionada por uma
interacdo entre farmacos e o processo eletromecanico.

A primeira etapa da contratilidade uterina é a ligacdo do agonista na proteina
Gag/11 se liga a fosfolipase C-B, iniciando toda a cascata de estimulagdo do inositol-
tris-fosfato e diacilglicerol. Essa estimulacdo inicia a saida de Ca?*dos estoques
intracelulares, uma vez que ocorre a liberacdo de célcio intracelular, a contracéo
muscular é iniciada (Arrowsmith and Wray, 2014; Soboll et al., 2006).

Portanto, a acdo relaxante do LIO foi ndo especifica para os receptores,
sugerindo que seu mecanismo de relaxamento ndo esta ligado a um antagonismo
competitivo nos receptores muscarinicos ou ocitocinas, o que indica a necessidade de
explorar outros alvos importantes. Consequentemente, uma série de experimentos foi
conduzida empregando bloqueadores farmacolégicos em Utero isolado de rata
previamente contraido com carbacol, a fim de elucidar o possivel mecanismo de agdo
relaxante do LI1O.

Ja é descrito na literatura que substancias ativadoras de canais de K" relaxam a
musculatura lisa, uma vez o efluxo de potassio leva a repolarizagdo da membrana
plasmatica, responsavel pela manutencdo do potencial de repouso da membrana. A
repolarizacdo inadequada das células musculares lisas no miométrio pode levar a
atividades uterinas aberrantes, como dismenorreia e trabalho de parto prematuro
(Brainard et al., 2007; Stott et al., 2014).

Os canais para potassio compreendem um grupo de proteinas que contribuem

significativamente para a quiescéncia uterina. Nas células musculares lisas do



45

miométrio, os mais abundantes e bem estudados incluem Kc,, Ky, Kir € Katp (Ferreira
et al., 2019; Lorca et al., 2014). A variedade de canais para K* neste tecido refletem a
multiplicidade e complexidade dos mecanismos envolvidos na regulacdo do toénus
uterino (Brainard et al., 2007; Chan et al., 2014). Diante disso, resolveu-se avaliar uma
possivel participagdo dos canais de K* na ac&o tocolitica do LIO.

Nesse sentido, o efeito L10 foi alterado na presenca do CsCl, um bloqueador de
Ki, indicando que esse canal para K pode estar relacionado ao mecanismo de
relaxamento de LIO no Utero de ratas. Dentro da superfamilia dos canais de potassio, 0s
canais de potéssio retificadores internos (Kj) representam bons candidatos para a
regulacao do potencial de repouso da membrana (Crankshaw et al., 2017; McCloskey et
al., 2014). Os canais de potassio retificadores internos sao responsaveis por manter o
potencial de membrana hiperpolarizado durante a quiescéncia uterina. Sem esse impulso
hiperpolarizante, o Utero se torna mais excitavel (Smith et al., 2007).

A ativacdo de receptores adrenérgicos esta ligada a diferentes vias de transducédo
de sinal e producdo de segundos mensageiros, que podem levar a uma interacdo
intracelular destas substéncias produzindo alteracGes na resposta celular. Isto ocorre
principalmente com agonistas ndo seletivos a-adrenérgico e [-adrenérgico ou
hormdnios que se ligam a diferentes receptores (Engelhardt et al., 1997; Jana and Calka,
2021; Neto et al., 2006).

Uma via de sinalizacdo fundamental para a manutencdo do relaxamento do
miométrio é a via dependente de AMPc/PKA do AMPc. Enquanto os agonistas do
receptor [-adrenérgico estimulam a produgdo de AMPc no miométrio, 0 que 0s torna
uma escolha frequente no tratamento do parto prematuro, dismenorreia e pré-eclampsia,
as fosfodiesterases locais (PDE) garantem o término do sinal através da degradacdo do
AMPc em 5-AMP inativo (Houslay and Adams, 2003). Dito isso, os resultados
constataram que a curva de relaxamento, na presenca dos bloqueadores proponolol e
fentolamina, ndo alterou os efeitos relaxantes do LIO em preparac@es de Utero isolado
de rata, sugerindo que o mecanismo de acdo do LIO ndo envolve a ativacdo de
receptores adrenérgicos.

Uma via que também pode levar ao relaxamento, é ativacdo da via de oOxido
nitrico (NO)/guanilato ciclase soluvel (sGC)/monofosfato de guanosina ciclico (cGMP).
No trato genital feminino, a molécula de oxido nitrico é sintetizada pelo endométrio,

miométrio e placenta, apresentando envolvimento na regulacédo da fisiologia menstrual e
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na quiescéncia uterina durante o periodo gestacional (Chwalisz and Garfield, 2000;
Maul et al., 2005).

No musculo liso uterino, o NO ativa a guanilil ciclase solavel (sCG), que por sua
vez cliva e cicliza a guanosina trifosfato (GTP) em guanonisa monofosfato ciclico
(cGMP), que ativar a quinase dependente de cGMP (PKG), estimulando-a a fosforilar a
PKA, culminando no relaxamento uterino (Zhao et al., 2015). Portanto, na presenca do
L-NAME, que atua inibindo a producdo de oxido nitrico (NO), o LIO ndo apresentou
diferenca significativa em relacdo ao seu efeito sem o bloqueador. 1sso sugere que o
LIO n&o modula os niveis de NO para relaxar o Gtero isolado de ratas.

O azul de metileno, um inibidor ndo especifico, pode inibir a guanilil ciclase
solGvel no dtero, levando ao aumento da contracdo muscular, o que pode ser util em
casos como sangramentos uterinos ou aborto induzido. No entanto, ele ndo afetou o
efeito relaxante do LI1O, sugerindo que o LIO modula o relaxamento uterino de forma
independente da ativacdo da guanilil ciclase sollvel, devido a inibicdo parcial da sGC
pelo azul de metileno (Hwang et al., 1998). Portanto, realizamos uma pré-incubacdo das
tiras uterinas com ODQ, um bloqueador especifico da guanilil ciclase soluvel (sGC). O
efeito do LIO ndo foi afetado, o que sugere que a ativacdo da SGC ndo é necessaria para
o relaxamento da musculatura uterina (Buxton et al., 2001).

As fosfodiesterases sdo enzimas especificas que hidrolisam nucleotideos
ciclicos, determinando assim sua atividade. O equilibrio entre as atividades de enzimas
geradoras (nucleotideos ciclases) e enzimas degradantes (fosfodiesterases) determina a
atividade de fatores reguladores que afetam a atividade do 6rgdo através de sistemas de
segundo mensageiro (Beatty et al., 1979; Houslay and Adams, 2003). Estudos que
utilizaram inibidores indicam que diferentes tipos de PDEs desempenham papéis
distintos na regulacdo do tonus miometrial. A aminofilina, um inibidor ndo seletivo da
PDE, bem conhecido por suas propriedades broncodilatadoras, foi utilizado como
ferrramenta farmacolégica (Lugnier, 2006; Schmitz et al., 2007). Observa que
aminofilina néo alterou o efeito relaxante do LIO tanto na auséncia quanto na presenca
da aminofilina sugerindo que a via dos nucleotideos ciclicos PDEs nédo esta envolvida
no efeito relaxante induzido pelo LI10O.

Na auséncia de calcio extracelular, a contracdo do musculo liso envolve a
liberacdo de ions de calcio a partir dos estoques intracelulares do reticulo
sarcoplasmatico (RS), que é ativada por receptores presentes na membrana do RS. Essa
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ativacdo pode ocorrer através dos receptores de rianodina (RyR) (Lanner et al., 2010) e
receptores de trisfosfato de inositol (IPsRs), que medeiam o enfluxo de Ca** do RS para
o citoplasma da célula (Vervloessem et al., 2015). Com resultado, observou-se que o
L10 reduziu as contracdes evocadas pelo carbacol em meio sem Ca?*, indicando uma
provavel inibicao da liberacdo de Ca?* dos estoques intracelulares (Fig. 05 A). Diante da
descoberta, decidiu-se realizar uma investigacdo sobre a contribuicdo dos receptores de
inositol 1,4,5 trisfosfato (IP3R).

A contracdo muscular lisa € um processo complexo que envolve a ativagdo de
varias vias de sinalizacdo. Uma delas € a via do inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) que é uma
molécula sinalizadora importante que desempenha um papel na contracdo da
musculatura uterino. Sabe-se que a liberagdo de fons Ca®* dos estoques intracelulares,
pode ser produzida pela ativacdo de receptores de membrana (IPsR), fazendo com que o
influxo de calcio ocorra levando & liberacdo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico
(Berridge et al., 2000). Portanto, a pré-incubacdo da heparina, um bloqueador dos
receptores IP3R, observou-se que o relaxamento promovido pelo LIO nédo foi alterado
significativamente (Fig.05B), indicando que os canais para IP3R ativados pelo inositol
1,4,5-trisfosfato provavelmente ndo estdo envolvidos no seu efeito.

A capacidade relaxante do LIO foi evidenciada por meio de estudos que
empregaram Uteros isolados de ratas. Com base nessas descobertas, o foco da
investigacdo se voltou para examinar o papel do LIO em um modelo de dismenorreia
primaria, que se caracteriza por dor abdominal.

A dor observada na dismenorreia primaria € atribuida a elevacdo ou anormal
atividade uterina, caracterizada pela liberacdo de mediadores quimicos, especialmente
as prostaglandinas uterinas (Chen et al.,, 2013; Pan et al., 2014). A origem da
dismenorreia esta associada aos niveis séricos elevados de prostaglandina F2a (PGF2a),
e leucotrienos, promovendo ndo apenas a intensa contracdo miometrial, mas também a
vasoconstri¢do, resultando na liberacdo subsequente de citocinas (Chen et al., 2014,
Deligeoroglou et al., 2006; Yang et al., 2015).

Portanto, ha um crescente interesse na pesquisa para prevencao e tratamento da
dismenorreia primaria. Os anti-inflamatdrios ndo esterdides (AINES), antiespasmaodicos
e 0s contraceptivos hormonais séo a escolha comum para o tratamento da dismenorreia
primaria com alivio da dor e efeitos analgéesicos, mas também podem causar dores de

cabeca, nauseas, Ulceras intestinais e anomalias plaquetarias (Chiang et al., 2020).
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O modelo de contor¢fes abdominais in vivo, induzida por ocitocina € utilizado
para avaliar as contor¢des uterinas, 0 que € relevante no estudo da dismenorreia
primaria (Li et al., 2019). A dose de 100 mg/kg do LIO promoveu a reducdo
estatisticamente significativa nas contor¢des abdominais induzidas pela ocitocina, em
comparagdo ao grupo veiculo. Esta acdo provavelmente esté relacionada a presenca do
monoterpenos como o timol componente majoritario, que foram identificados das partes
aéreas das plantas atraves da analise por GC/FID e GC/MS (Tabela 01). Foi relatado
que o timol possui efeito antiinflamatdrio, antiespasmodico entre outras atividades
(Premrov Bajuk et al., 2022), quando utilizado individualmente. Considerando que a
origem da dismenorreia primaria esta relacionada a producdo e liberacdo de
prostaglandinas (PGs) no masculo liso uterino (Li et al., 2019) é plausivel que esses
compostos quimicos exercam seus efeitos por meio da interacdo com os receptores de
PG.

Com base nos dados apresentados na Figura 7B, os trés medicamentos testados
demonstraram efeito na reducdo das contor¢des abdominais induzidas pela ocitocina
quando comparados ao grupo controle do veiculo. O grupo tratado com acido
mefenamico (MA) apresentou efeito estatisticamente significativo nas doses de 90
mg/kg, escopolamina (SCO) nas doses de 3,5mg/kg e a nifedipina (NIF) na dose de 7
mg/kg produziram efeito. As subdoses selecionadas para cada medicamento foram: MA
(9 mg/kg), SCO (0,35 mg/kg) e NIF (0,7 mg/kg), utilizadas na continuacéo dos estudos.

NIF atua no Utero bloqueando os canais de Ca®* e impedindo o influxo desse fon
para o0 meio intracelular, resultando na auséncia de contracdo da musculatura lisa uterina
(Wray, 2007). Portanto, sugere-se que o emprego de nifedipina pode contribuir para a
melhoria da dor menstrual ao reduzir as contracBes uterinas. Apds o tratamento da
subdose de 0,7 mg/kg de nifedipina associado a LIO de 10 mg/kg apresentou efeito
significativo quando comparado ao grupo veiculo. Conforme indicado pelos nossos
resultados, a associacdo de nifedipina oral com LIO resultou em uma diminui¢do no
numero de contor¢fes em comparacdo ao tratamento exclusivo com nifedipina. A
nifedipina é geralmente bem tolerada em mulheres com contragGes uterinas prematuras,
sendo dor de cabega, rubor e inchago os efeitos colaterais mais comuns (lbrahim et al.,
2021). E possivel que a associacdo da dose de L1O de 10 mg/kg com nifedipina 0,7
mg/kg resulte na atenuacédo dos efeitos colaterais da nifedipina.
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O tratamento hoje em dia para dismenorreia primaria baseia-se no uso de anti-
inflamatdrios ndo esteroides (AINES), como o &cido mefendmico que exerce sua acao
principalmente através da inibicdo da ciclooxigenase impedindo a formacdo das
prostaglandinas (COX) (Ju et al., 2022). Em nosso estudo, o tratamento com LIO na
dose de 10 mg/kg associado com a subdose de 9 mg/kg de &cido mefendmico
apresentou efeito significativo quando comparado ao grupo veiculo.

A escopolamina é classificada como substancia anticolinérgica que agem nos
receptores muscarinicos inibindo os efeitos da acetilcolina, sendo considerada como
antagonista ndo seletivo o que pode aliviar célicas menstruais (Lakstygal et al., 2018).
Quando empregada a escopolamina, nossos resultados mostraram que a combinacdo do
LIO na dose de 10 mg/kg associado com a subdose de 0,35 mg/kg de escopolamina
teve efeito significativo quando comparado ao grupo veiculo, mostrando que 0s
receptores muscarinicos podem influenciar o efeito de LIO no nimero de contorgdes.
Apbs selecdo das subdoses, e de acordo com os dados apresentados pode-se observar
que a associacdo do LIO com a subdose dos trés medicamentos testados em doses
subterapéuticas demonstrou efeito estatisticamente significativo na reducdo das
contorgdes abdominais induzidas pelo ocitocina, quando comparado ao grupo controle
veiculo. Uma estratégia para mitigar os efeitos adversos é o uso de técnicas combinadas
de medicamentos fixos, possibilitando a reducdo das doses administradas e, por

conseguinte, diminuindo a incidéncia de efeitos adversos.

5 CONCLUSAO

Verificou-se que o Oleo essencial de Lippia insignis (LIO) possui atividade
tocolitica em Uteros isolados, sendo capaz de reduzir as contragbes, reduzindo
principalmente as contor¢cdes sem afetar a coordenagdo motora ou a mobilidade dos
animais. Além disso, o LIO néo apresentou toxicidade oral em dose Unica. Este estudo
também demonstrou que o LIO reduziu potencialmente o numero de contor¢coes
abdominais, indicando que o LIO pode ser util no tratamento da dismenorreia primaria.
A combinacdo de dose fixa de LIO associada a doses subterapéuticas de trés
medicamentos utilizados na terapia antidismenorréica indica uma possivel solucéo para

minimizar os efeitos adversos desses medicamentos. Essa atividade do LIO pode ser
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atribuida ao timol, que é o principal constituinte do L10O, e foram relatados seus efeitos e
constituintes antiinflamatorios e analgésicos, que apresentam atividade farmacoldgica

na musculatura lisa de diferentes orgaos.
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RESUMO

O género Lippia € bastante utilizado na medicina popular para o tratamento de
indigestdo, diarreia, cdlicas menstruais e inflamacBGes uterinas devido as suas
propriedades farmacoldgicas, mas, muitas espécies carecem de estudos elucidativos a
respeito de suas propriedades. Objetivo: investigar o efeito do dleo essencial de Lippia
lasiocalycina Cham (LLO), nas atividades espasmolitica, antidismenorreico em
roedores. Métodos: Nos ensaios de toxicidade dose unica administrou LLO na dose de
2.000 mg/kg por via oral. Para avaliar a coordenagdo motora e a mobilidade, foram
utilizados os testes rota-rod e campo aberto, respectivamente. Avaliou o efeito
espasmolitico por meio de ensaios in vitro com Utero isolado de ratas. A dismenorreia
foi estabelecida pela injecdo de cipionato de estradiol em camundongas fémeas.
Resultados: No estudo de toxicidade em dose Unica, a administracdo de 2.000 mg/kg de
LLO ndo apresentou sinais clinicos de toxicidade ou ébitos. Os testes de coordenacao
motora e mobilidade néo revelaram efeitos adversos. Na presenca de agonistas, o LLO
relaxou o Gtero de rata pré-contraida com OCT (logCEse= 2,32+0,06 pg/mL), CCh
(logCEsp= 2,33+0,07 pg/mL) e KCI 60 mM (logCEsp= 2,91+0,23 pg/mL) reduziu as
contracdes, independentemente do agente contraturante utilizado. A pré-incubacao de
bloqueadores 4-AP, CsCl, GLIB, TEA, propranolol, fentolamina, L-NAME, azul de
metileno, ODQ e heparina ndo alterou significativamente o efeito relaxante do LLO. Ja
na presenca de aminofilina houve diferenca significativa entre os valores das 10gCEs,
qguando comparado com o LLO sem os bloqueadores. A pré-incubacdo com LLO em
meio livre de Ca®* nas concentragdes de 27 pg/mL ou 81 pg/mL reduziu a contracéo
induzida pelo carbacol. No modelo in vivo de dismenorreia observou-se que 0
tratamento por via oral do LLO na dose de 100 mg/kg foi capaz de promover uma
reducdo estatisticamente significante. Ja o tratamento do LLO 10 mg/kg associado com
a subdose de escopolamina 0,35 mg/kg, nifedipino 0,7 mg/kg ou acido mefenamico 9
mg/kg inibiu as contor¢Ges em camundongos. Concluséo: Constatou-se que o LLO néo
apresenta toxicidade, possui atividade tocolitica em Gtero isolado de rata. No modelo in
vivo, observou-se que o tratamento com LLO reduziu o numero de contor¢des
abdominais induzidas pela ocitocina em camundongos fémeas, indicando que o LLO
pode ser potencialmente Gtil no tratamento da dismenorreia primaria, apoiando o uso
desta planta no tratamento de colica.

Palavras-chave: Planta medicinal; Tocolitica; Utero; Dismenorreia
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1 INTRODUGCAO

A menstruacgdo é um ciclo fisioldgico normal que ocorre nas mulheres a cada 28
dias e que pode levar a um desconforto pélvico, embora sem inabilita-las ou afeta-las da
sua atividade diaria normal. Por outro lado, a dismenorreia € uma queixa ginecoldgica
comum em mulheres e causa dor abdominal afetando a qualidade de vida e o
desempenho na escola ou trabalho das mulheres com o dismenorreia (Acheampong et
al., 2019; Bettendorf et al., 2008; Fernandez-Martinez et al., 2018).

A fisiopatologia da dismenorreia primaria ndo esta completamente esclarecida.
Uma das teorias para explicar é a superproducdo de prostaglandinas uterinas (PGs), que
intensifica as contragfes uterinas normais (lacovides et al., 2015).

Devido a etiologia da dismenorreia primaria baseada em PGs, os atuais agentes
farmacologicos de primeira linha para o tratamento da dismenorreia primaria incluem
anti-inflamatorios ndo esteroides (AINES) e contraceptivos hormonais (Kho and
Shields, 2020), podendo gerar efeitos adversos em longo prazo envolvendo os
transtornos hepaticos, sistema gastrointestinal e renal (Chou et al., 2016; Drini, 2017;
Utzeri and Usai, 2017). Dessa forma, existe uma clara necessidade de investigacdo de
processos, mecanismos e moléculas que venham auxiliar no controle da doenca,
atenuando esses distlrbios.

Diante das reacGes provocadas com o uso dos medicamentos anti-inflamatorios,
a pesquisa por novos tratamentos que alivia a sintomatologia sem efeitos colaterais,
tornou-se crescente, sendo as plantas medicinais as principais fontes de novas pesquisas
para obtencdo de novos farmacos disponiveis no mercado.

O género Lippia, com espécies ricas em 6leos essenciais, € amplamente utilizado
como relaxante muscular e para o tratamento de bronquite, tosse e resfriados. Diversos
estudos das mais diversas areas do conhecimento estdo confirmando as propriedades
terapéuticas ja explanadas pela medicina popular (de Albuquerque et al., 2007).

Considerando a escassez de dados cientificos e 0 crescente interesse
farmacoldgico, este estudo tem como objetivo investigar a atividade espasmolitica do
6leo essencial de Lippia lasiocalycina Cham (Verbenaceae) (LLO) em utero isolada de

ratas, direcionando sua aplicacdo para o tratamento da dismenorreia.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal e extracao do 6leo essencial

Partes aereas de L. lasiocalycina Cham. (HUEFS 240988, SISGEN Cadastro n°
A1C1DEB) foram coletadas durante a manh&, em Janeiro de 2019, em plantas floridas e
mantidas sob cultivo no Horto Florestal (12°16'10.3"S 38°56'18.8"W), na cidade de
Feira de Santana, a 234 metros acima do nivel do mar, com temperatura média anual de
24°C e uma taxa de precipitacdo média de 848 mm por ano.

A planta foi seca & temperatura ambiente até peso constante (aproximadamente
72h). Os 6leos essenciais foram obtidos por hidrodestilacdo, em triplicata, com algumas
modificacdes (Silva et al., 2016). Resumidamente, 100g de folhas moidas foram
extraidas com 1000 mL de agua por 3h em aparelho tipo Clevenger. O 6leo extraido foi
seco com sulfato de sédio anidro. O rendimento da extracdo foi calculado em mL de
6leo por 100 g de material seco. Um analisador de umidade (Série 1D Marte® Versdo
1.8) foi utilizado para determinar o teor de &gua residual das folhas secas. O Oleo
coletado foi entdo armazenado em frascos lacrados a -20 °C e protegido da luz com

papel aluminio apos analise (LAPRON).
2.2 Determinacdo da composicéo do 6leo essencial

O 6leo essencial foi analisado por cromatografia gasosa com detec¢do por
ionizacdo de chama (GC/FID) e cromatografia gasosa-espectrometria de massa
(GC/MS), conforme Silva et al., (2016), com algumas modificagcdes. Amostras (20 mg)
foram diluidas em 1mL de acetato de etilae 1pL do volume foi injetado. A analise
quantitativa foi realizada em um modelo Shimadzu® CG-2010, com detector FID e
coluna Rtx-5 (30 m x 0,25 mm de didmetro interno, filme de 0,25 um). As temperaturas
do FID e do injetor foram de 240°C e 220°C, respectivamente. A temperatura do forno
foi programada para 60°C com aumento de 3°C/min até atingir 240°C, e entdo mantida
por 20 min. O gas de arraste foi o hélio a uma vazao de 1 mL/min, em modo split na
propor¢do de 1:20. Os resultados sdo expressos em porcentagem relativa de cada
constituinte, calculada pela normalizacéo das areas dos picos cromatograficos.

A andlise qualitativa foi realizada em um modelo Shimadzu GC-2010, acoplado
a um modelo de detector de massa GC/MS-QP 2010 Shimadzu com coluna capilar DB-

5 m (30mx0,25mmx0,25um). A porta do injetor foi aquecida a 220°C e as injecOes


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/sodium-sulfate
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/martes
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foram realizadas em modo split na propor¢do de 1:50. A temperatura do forno foi
programada para 60°C com aumento de 3°C/min até 240°C, sendo entdo mantida por 20
min. O gas de arraste foi o hélio a um fluxo constante de ImL/min. A temperatura da
fonte de ionizacdo foi mantida em 240°C, a energia de ionizagdo em 70 eV e a corrente
de ionizacdo em 0,7kV.Os indices de retencdo dos compostos separados foram
determinados com base em uma série homéloga de n-alcanos (C8-C24). A identificacdo
dos constituintes foi realizada por comparacdo de indices de retencdo (indices de
Kovats) com dados da literatura (Adams, 2017) e por correspondéncia de massa
espectral com bibliotecas do Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST21 e
NIST107).

2.3 Animais

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Uso de Animais da Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco (CEUA-UNIVASF)
sob o numero 0004/261120. Ratas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), adultos e
virgens, com idades entre 6 e 8 semanas e pesando entre 150 e 250g, juntamente com
camundongos fémeas da linhagem Swiss (Mus musculus), também adultos e virgens,
com idades entre 4 e 6 semanas e pesando entre 25 e 35g, foram adquiridos do biotério
central da UNIVASF. Esses animais foram mantidos em uma sala com temperatura
controlada de 22+2°C e um ciclo de iluminacdo de 12 horas de claro e 12 horas de
escuro. Receberam ragdo (LABINA, Purina do Brasil Ltda, Brasil) e 4gua ad libitum e

todas as atividades experimentais foram realizadas entre as 7:00 e as 17:00 horas.
2.4 Estudos de toxicidade aguda

Neste ensaio, 0 LLO na dose de 2000 mg/kg (n=5) foi administrado por
gavagem, paralelamente, um grupo, com 0 mesmo ndmero de animais, foi tratado com
veiculo (salina e 3% cremofor 0,1 mL/10g/v.0). Os animais foram observados
periodicamente durante as primeiras 24 horas (30, 60, 90, 120, 240, 480 e 720 minutos)
apos o tratamento e depois uma vez ao dia durante 14 dias. Ao final do periodo de
observagdo, todos os animais foram anestesiados (xilazina 10-15 mg/kg e cetamina
100-150 mg/kg) e os orgédos (coracdo, baco, figado, estbmago, pancreas e rins) foram

removidos, pesados e examinado macroscopicamente. Também avalou outros
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parametros, como peso corporal, ingestdo alimentar e hidrica, diariamente, ao longo do
estudo ((OECD), 2008; Agéncia de Vigilancia Sanitaria, 2013).

2.5 Teste do campo aberto

Os animais foram tratados com veiculo (salina, 10 mL/kg, v.0.), LLO (10, 30 e
100 mg/kg, v.0.) ou diazepam (2,5 mg/kg, i.p.) e 30 min apds o tratamento cada
camundongo fémea foi colocado no centro do campo aberto area e permitido explora-la
por 5 min. Durante a sessdo de teste de 5 min, foram avaliadas as variaveis de laténcia
de movimento da atividade locomotora, nimero total de cruzamentos, o nimero total do
levantar, nimero de auto-limpeza e o tempo em que 0s animais permaneceram parados.
Limpou a area do campo aberto com uma solucédo de etanol a 5% e deixou secar depois

de testar cada animal (Prut and Belzung, 2003)
2.6 Teste da barra giratdria (rota-rod)

Nesse teste, os animais foram pré-selecionados em uma sessdo de treinamento
24 horas antes do teste com base na capacidade de permanecerem na barra (a 7 rpm) por
1 minuto. Grupos de animais pré-selecionados foram tratados com solucéo salina 0,9%
(10 mL/kg, v.0), LLO (10, 30 e 100 mg/kg, v.0) ou diazepam (2,5 mg/kg, i. p.). Trinta
minutos apos o tratamento, os animais foram colocados com as quatro patas na barra, e
0 numero de queda no rota-rod foram avaliados por 3 min nos tempos de 30, 60 e 120

min apds os tratamentos (Dunham and Miya, 1957).
2.7 Preparacao de tecido

Os animais foram tratados 48h antes do inicio dos experimentos com cipionato
de estradiol (1 mg/kg. por via subcutanea) para inducdo do estro. Apds, foram
eutanasiados por deslocamento cervical e os cornos uterinos foram excisados e abertos
longitudinalmente para obtencdo de 4 tiras de tecido uterino de 1 cm de comprimento.
Em seguida, os segmentos foram colocados individualmente em um banho de 6rgéos de
10 ml contendo a solucdo nutritiva Ringer-Locke (NaCl 154,0 mM, KCI 5,63 mM,
CaCl,.2H,0 2,16 mM, Glicose 55 mM e NaHCO3; 11,9 mM) aerada com mistura
carbogénica (95 % de O, e 5 % de CO;) a 32°C e pH 7,4. Cada corno uterino foi
conectado a um transdutor isométrico (Panlab, Cornella, Barcelona, Espanha) sob uma



66

tensdo basal isotonica de 1g e deixado equilibrar por pelo menos 45 minutos, enquanto

era lavado com uma nova solucdo de Ringer-Locke a cada 15 minutos.
2.8 Atividade espasmolitica no Utero isolado de rata

Apos o periodo de estabilizacdo de 45 minutos duas contragdes foram induzidas
por 1uM de CCh ou 102Ul/mL de OCT ou 60 mM de KCI. Durante a fase tonica
sustentada da segunda resposta, o LLO, foi cumulativamente adicionado a cuba, em
concentracdes crescentes (1, 3, 9, 27, 81, 243 e 729 pg/mL), com um intervalo de 5
minutos entre cada adi¢do. Além disso, um grupo experimental ndo foi submetido a
agentes contraentes para verificar o efeito do LLO no ténus basal do 6rgéo. Por fim, foi
observado se o0s orgaos responderam a contracdo ao final do experimento. O LLO foi
diluido em solucdo de cremophor EL 3% em agua destiladae este veiculo foi

desprovido de efeito relaxante (dados ndo mostrados).
2.9 Anélise do mecanismo de acgao

Para estudar o possivel mecanismo relaxante do LLO, as preparacfes uterinas
foram montadas conforme descrito anteriormente e¢ contraidas com CCh 1 pM na
auséncia ou presenca de cloreto de césio (CsCl, 5 mM), um bloqueador néo seletivo dos
canais para K* (Zhou et al., 1996), tetraetilamonio (TEA, 5 mM), um bloqueador dos
canais para potassio ativados pelo Ca** (K*) (Khan et al., 2001), 4-aminopiridina (4-
AP, 1 mM), um bloqueador dos canais para potassio abertos por voltagem (K,)
(Aaronson et al., 2006) ou glibenclamida (GLI, 1 uM), um bloqueador dos canais para
potéssio sensiveis ao ATP (Katp) (Hughes and Hollingsworth, 1997), propranolol
(PRO, a 10 uM), um antagonista B-adrenérgico; fentolamina (PHE, a 1 pM), um
antagonista a-adrenérgico (Fanning et al., 2017), No-nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME, 100 puM), inibidor do Oxido nitrico sintase (Munglue et al., 2013), azul de
metileno (MB, 1uM) inibidor ndo seletivo da guanilil ciclase soltvel (Evora, 2016;
Naseri et al., 2008), 1H-[1, 2, 4] oxadiazolo [4, 3-A] quinoxalina-1-ON (ODQ, 10 uM),
inibidor seletivo da guanilil ciclase soluvel (Garthwaite et al., 1995) ou aminofilina
(AMI, 1 uM) inibidor da fosfodiesterases (Hirsh et al., 2004; Lai et al., 2021), e
heparina (HEP, a 10 uM), um bloqueador dos receptores de inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3R) (Song et al., 2015). Ap6s o periodo de estabilizagdo, o LLO foi adicionado

cumulativamente (1-729 pg/mL) a cada preparagéo.
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Para avaliar a influéncia da liberacdo de Ca** dos estoques intracelulares, duas
contracdes foram induzidas com CCh 10 uM em meio livre de Ca®* e, antes da segunda
contracdo, as preparacdes foram pré-incubadas por 20 min com agua destilada ou LLO
(9, 27, ou 81 pg/mL). As contragdes evocadas pelo carbacol foram comparadas antes e
apos a adicdo do LLO.

2.10 Efeito da LLO na contor¢do abdominal de camundongos fémeas em modelo

de dismenorreia primaria

Utilizou-se camundongos fémeas virgens que foram agrupadas (n=6) e mantidas
com injecédo de cipionato de estradiol 1mg/kg/dia por via intraperitoneal (i.p) durante 3
dias consecutivos. No 4° dia os animais foram tratados por via oral (v.0) de acordo com
0 grupo experimental: veiculo (3% cremophor diluido em 0,9% NaCl), grupo teste
(LLO 10, 30 ou 100 mg/kg) ou controle positivo (acido mefendmico 90 mg/kg). Ap6s
60 minutos do tratamento, os animais receberam uma injecdo i.p. de 0,4 Ul/mL de
ocitocina, e 0 nimero de contor¢des abdominais (caracterizada por contorcdo da parede
abdominal, rotacdo pélvica e estiramento das patas posteriores) foi registrado por 30

minutos subsequentes (Yang et al., 2015).

2.11. Efeito do LLO associado a drogas nas contor¢Ges abdmonial de

camundongos fémeas em modelo de dismenorreia primaria

Camundongos fémeas virgens foram pré-tratados com cipionato de estradiol
(Img/kg/dia) por via intraperitoneal por 3 dias consecutivos. Os grupos foram entdo
divididos (n=6) e no 4° dia, os animais foram tratados por via oral de acordo com o0s
grupos experimentais: veiculo (3% cremophor diluido em 0,9% NaCl), escopolamina
3,5 mg/kg, nifedipina 7 mg/kg, acido mefenamico 90 mg/kg, escopolamina 0,35 mg/kg,
nifedipina 0,7 mg/kg ou acido mefendmico 9 mg/kg, LLO 10 mg/kg, LLO 10 mg/kg +
escopolamina 0,35 mg/kg, LLO 10 mg/kg + nifedipina 0,7 mg/kg ou LLO 10 mg/kg +
acido mefenamico 9 mg/kg. A dosagem dessas drogas foi estimada de acordo com a
dose equivalente humana estabelecida por (Nair and Jacob, 2016a). Apds 60 min de
tratamento, os animais receberam ocitocina por via intraperitoneal (0.4 Ul/mL), e o
namero de contorgdes abdominais foi registrado nos 30 min subsequentes (Yang et al.,
2015).
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2.12 Investigagdo do possivel mecanismos de acdo do LLO em modelo de

dismenorreia primaria

Para avaliar o possivel mecanismo de acdo envolvido na atividade
antidismenorreica do LLO, os camundongos foram pré-tratados com glibenclamida (20
mg/kg, v.0.), bloqueador dos canais K*atp (Piper et al., 1990), propranolol (20 mg/kg,
v.0.) um antagonista B-adrenérgico (Direkvand-Moghadam et al., 2014), No-nitro-
Larginina (70 mg/kg, v.0.), inibidor da sintese de 6xido nitrico (Tiboni and Giampietro,
2000) ou Azul de metileno (50 mg/kg, v.0.) um inibidor ndo especifico da guanilil
ciclase soltvel (Tiboni et al., 2001), 30 min antes da administracdo do LLO (10 mg/kg,
v.0.). Ap6s 60 min de tratamento, os animais receberam ocitocina por via intraperitoneal
(0.4 Ul/mL), e o numero de contor¢cdes abdominais foi registrado nos 30 min

subsequentes (Yang et al., 2015).
2.13 Analise de dados e estatistica

A exposicdo dos resultados foi como média + erro padrdo da média (E.P.M). n
representa 0 nimero de experimentos realizados ou quantidade de animais por grupo
experimental. Os valores de CEsy foram calculados por logCEsy (pg/mL). Diferencas
entre as médias foram comparadas usando o teste t de Student ndo-pareado, analise de
variancia uma via (ANOVA one-way) com poés-teste de Dunnett’s ou analise de
variancia duas vias (ANOVA two way) seguido pelo pds-teste de Holm-Sidak, sendo as
diferencas consideradas significantes quando o valor calculado de p foi menor que 0,05
(*p<0,05). Para analises estatisticas e producdo dos graficos utilizou-se o software
GraphPad Prism® versdo 6.00 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, USA).

3 RESULTADOS
3.1 Anélise da composic¢do quimica do 6leo essencial

A analise quimica do 6leo essencial das partes areas da planta revelou a presenca
25 componentes que foram caracterizados por GC/MS, representando 93,08% do total
de componentes de Gleo detectados, os quais estdo listados (Tabela 1), com sua
composi¢do percentual e indices de retengdo. Os principais componentes foram: E-
ocimenona (32,35+2,60%), pS-mirceno (24,53+1,26%), p-cimeno (5,89+0,39%) e
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mircenona (5,56+1,79%). Esses compostos se apresentam como potenciais marcadores

sobre os possiveis efeitos do LLO em modelos farmacologicos.

Tabela 1. Composicéo do 6leo essencial de L. lasiocalycina por CG-EM.

Composto 1Alit 1Acalc Média + DP
a-tujeno 924 928 0.29 + 0.05
a-pinene 932 931 0.21 + 0.07
sabinene 969 977 0.93 + 0.05
[-mircene 988 992 24.53 + 1.26
a-terpinene 1014 1021 0.91 + 012
p-cimeno 1020 1031 5.89 + 039
limonene 1024 1034 0.33 + 0.06
Z-B-ocimeno 1032 1038 0.14 + 001
E-B-ocimeno 1044 1049 0.83 + 0.06
y-terpinene 1054 1063 3.83 + 116
linalol 1098 1106 1.34 + 021
mircenona 1145 1155 5.56 + 179
Z-ocimenona 1226 1242 3.60 + 035
E-ocimenona 1235 1250 32.35 + 260
timol 1289 1303 3.02 + 216
carvacrol 1298 1312 Traco +
piperitenonn 1340 1356 0.14 + 0.03
a-copaeno 1374 1381 0.14 + 0.03
[-elemeno 1389 1395 0.11 + 0.02
E- cariofileno 1417 1426 2.62 + 042
a-guaieno 1437 1441 1.45 + 030
a-humuleno 1452 1464 0.95 + 014
germacreno D 1484 1489 0.31 + 017
a-bulneseno 1509 1509 0.58 + 011
espatulenol 1577 1590 1.31 + 020
oOxido de cariofileno 1582 1595 1.77 + 030
Total de composto idetificado 93.08

1Alit = indice Aritmético da literatura; |Acalc = indice de Kovats calculado; DP = desvio padrao
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3.2 Toxicidade oral aguda

Os animais nao apresentaram alteracbes comportamentais, mortalidade
relacionada ao tratamento, durante os 14 dias apds a administracao oral da dose Unica de
2000 mg/kg do LLO. Durante a observacéo clinica, pelos, pele, olhos, mucosas, marcha,
postura e respiracdo ndo foram observadas alteracbes. Sem lacrimejamento,
movimentos clénicos ou ténicos, salivacdo, piloerecdo, diarreia. Os habitos fisioldgicos
diarios (consumo médio de &gua e racdo) nao apresentou mudanga significativa quando
comparado ao grupo controle negativo. Além disso, 0s grupos tratados ndo
apresentaram mudancas significativas no peso corporal durante o periodo experimental
guando comparado com o grupo controle.

Durante a andlise macroscopica dos 6rgdos, nao foram identificadas quaisquer
alteracbes notaveis em relacdo ao tamanho, aparéncia ou cor. Ao realizar a analise
estatistica, ndo foram encontradas diferencas significativas nos pesos relativos dos

Orgdos no grupo tratado em comparacdo com o grupo de controle.
3.3 Teste do campo aberto

A avaliacdo da atividade neuromotora foi realizada por meio do teste de campo
aberto. Os resultados indicam que a administragcdo das doses do LLO (10 mg/kg, 30
mg/kg e 100 mg/kg) ndo tiveram impacto significativo na atividade neuromotora,

comparada ao grupo controle negativo, conforme demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2: Efeito do 6leo essencial de L. lasilocalycina sobre o sistema nervoso central

de camundongos a partir do modelo experimental do campo aberto

Tratamento Dose Numerode Tempode NuUmerode NuUmerode

(mg/kg) cruzamento imobilizagdo  rearing grooming

Veiculo _ 14,17#1,07  30,50+7,35 11,33+0,76 2,00+0,51
LLO 10 15,50+1,14 2583 +7,46 12,50+1,36 1,5+0,42

LLO 30 14,67+1,14 38,50+8,40 10,17+1,93 1,33+0,21
LLO 100 16,33+0,66 35,17 +11,75 8,33+0,84  1,00+0,25
Diazepam 2,5 3,66+£0,84 207,3+23,79 1,83+1,04 0,33+0,21

Dados expressos em média + e.p.m. *(p<0,05, Teste de ANOVA one way seguido do Dunnett’s test.).
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3.4 Teste da barra giratdria (rota-rod)

No teste Rota Rod, como demonstrado na fig. 1, ndo foram observadas

alteracdes no numero de queda apds o tratamento com LLO, nas doses de 10, 30 e de

100 mg/kg comparado com o grupo controle negativo.

Falls number
Falls number

Falls number

Fig. 1: Efeito do éleo essencial de L. lasiocalycinas sobre o sistema nervoso central de camundongos a
partir do modelo experimental da barra giratoria. A: Nimero de quedas 30 minutos ap6s o tratamento. B:
Numero de quedas 60 minutos apo6s o tratamento. C: NUmero de quedas 120 minutos apos o tratamento.

Dados expressos em média + e.p.m. *p<0,05 (Teste de ANOVA one way seguido do Dunnett’s test.).
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3.5 Efeito relaxante do LLO no Utero isolada de ratas

Em contragdes fésicas espontaneas, LLO (1-729 ug/mL) ndo reduziu
significativamente essas contragcdes de maneira concentragcdo-dependentes, obtendo-se o
valor de logCEso= 0,99 + 0.30 pug/mL. Nas contragdes induzidas pela ocitocina (107
Ul/mL), o LLO relaxou significativamente o Utero a partir da concentracdo de 81
pg/mL, com valor de logCEsp= 2,32 = 0,06 pg/mL, sendo a amplitude reduzida
significativamente. J& com carbacol (1uM), o LLO relaxou significativamente o utero a
partir da concentragdo de 81 pg/mL, apresentando o valor da logCEsp= 2,33 + 0.07
pg/mL e com cloreto de potéssio (60 mM), a partir da concentracdo de 81lug/mL,
apresentando o valor da logCEsp= 2,91 + 0,23 pg/mL de forma concentragao
dependente (Fig. 2). Esse efeito foi reversivel ap6s 60 minutos da remocdo do LLO da
cuba.

25—
0-
é 254 * - OXT
c
o - KCI
""u‘ 50_' *
X -®- CCh
) *
& 75— * -+ BASAL
100 @ *
125-
r T T 1
0 1 2 3

Log [LLO] ng/mL

Fig. 2 Efeito relaxante do 6leo essencial de L. lasilocalycina (LLO) nas preparaces isoladas do Utero de
rato em contragdes pré-contraidas com carbacol (CCh), ocitocina (OXT) ou cloreto de potéssio (KCI).
Dados expressos como média + e.p.m; * representa o relaxamento significativo quando comparado ao
efeito na concentracdo 1pg/mL em uma mesma curva de concentracdo-resposta (p <0,05, ANOVA

bidirecional, seguida pelo pds-teste de Holm-Sidak).
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3.6 Influéncia dos canais K™ no efeito do LLO

A participacdo dos canais K* no tecido uterino os dados mostraram que nio
houve diferenca significativa do efeito LLO na presenca de 4-AP de logCEsg
=2,43+0,09 pg/mL (Fig. 3A), CsCl logCEsp=2,36+0,15 pg/mL (Fig. 3B),GLI
logCEs5p=2,16+0,30 pg/mL (Fig. 3C) ou TEA logCEsy=2,31+0,56 pg/mL (Fig. 3D)
guando comparado com a auséncia desse bloqueador.
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Fig. 3. Efeito relaxante do 6leo essencial de L. lasilocalycina (LLO) nas contragGes isoladas do Utero
induzidas por carbacol 1 pM na presenca ou na auséncia de bloqueadores dos canais de potassio: (A) 4-
aminopiridina (4-AP) 1 mM; (B) CsCl 5 mM; (C) glibenclamida (GLIB) 1 uM e (D) tetraetilamdnio
(TEA) 5 mM. (n = 5). Dados expressos em média + e.p.m.
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3.7. Efeito relaxante do LLO nos receptores adrenérgicos em Utero isolado de
rata

A poténcia do LLO (logCEsp= 2,33 £ 0,07 pg/mL) no relaxamento do Utero
isolado pré-contraido com CCh ndo foi alterada quando comparada com as prepara¢fes
pré-incubadas com propranolol (logCEsp= 2,39 + 0,07 pg/mL) (Fig. 4A) ou fentolamina
(logCEso= 2,28 + 0,06) (Fig. 4B).
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Fig. 4. Efeito relaxante do 6leo essencial de L. lasilocalycina (LLO) nas contracfes uterinas isoladas de
ratos induzidas por 1 uM de carbocol na presenca ou auséncia de antagonistas adrenérgicos: A,
propranolol (PRO, 10 uM); e B, fentolamina (PHE, 1 uM). Dados expressos como média + e.p.m., n=5.

3.8 Influéncia da via de NO/GCS/GMPC/PKG no efeito do LLO
Uma via para o relaxamento do mdsculo uterino é a cascata

NO/sGC/cGMP/PKG. Assim, a poténcia do LLO na presenca de L-NAME foi avaliada
logCEsp= 2,86 £ 0,19 ug/mL é possivel perceber que ndo houve alteragcdo no efeito
relaxante do LLO (Fig. 5A). Quando foi avaliada a atividade relaxante do LLO na
presenca de MB (Fig. 5B), observou-se que o LLO ndo apresentou diferencga
significativa quando comparada a a¢do do 6leo na auséncia deste inibidor, apresentando
o0 valor de logCEsp= 2,56 + 0,32 pg/mL Da mesma forma, quando se avaliou a atividade
relaxante do 6leo na presenca de ODQ logCEse= 2,35 + 0,21 ug/mL, (Fig. 5C) néo
houve diferenca quando comparada na auséncia do bloqueado. Verificou-se a acdo de

LLO na presenca de aminofilina, logCEsy= 1,67 £ 0,13 ug/mL (Fig. 5D). Na presenca
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do inibidor, o efeito relaxante de LLO apresentou diferenca quando comparado na
auséncia do inibidor.
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Fig. 5. Efeito relaxante do 6leo essencial de L. lasilocalycina (LLO) nas contracfes isoladas do Utero
induzidas por 1 uM de carbacol na presen¢a ou auséncia de inibidores da via NO / GCS / GMPC / PKG:
A, Ester metilico de No-nitro-L-arginina (L-NAME, 100 uM) inibidor da 6xido nitrico sintase; B, azul
de metileno (MB, 1uM) inibidor soltvel da guanilil ciclase; C, 1H- [1,2,4] Oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-
1-ona (ODQ, 10 puM) inibidor da guanilato ciclase e D, aminofilina (AMI, 10 uM) inibidor da
fosfodiesterase. (n = 5); Dados expressos em média + e.p.m., respectivamente. *representa os efeitos
significantes (p < 0,05, two-way ANOVA, seguindo de Holm-Sidak).
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3.9 Influéncia do LLO na mobilizacéo de calcio

O efeito do LLO na mobilizacdo de calcio de estoques intracelulares e 0 meio
extracelular foi investigado. Isto foi observado que o LLO, nas concentra¢des 27 ug/mL
(67,19 + 7,20) e 81 pg/mL (20,39 + 6,63), reduziu significativamente as contracfes
evocada por carbacol em meio livre de Ca** quando comprarado com o controle (Fig.
6A). Quando o LLO foi pré-incubado com heparina, ndo foram observadas diferencas
significativas com o logCEs,= 1,99 + 0,17 (Fig. 6B) em comparacdo com as
preparacdes sem o bloqueador (logCEsy= 2,33 + 0,07), indicando que o LLO ndo esta

bloqueador IP°R.
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Fig. 6. Efeito do 6leo essencial de L. lasilocalycina (LLO) na mobilizagdo de Ca2+ no rato isolado
contragcBes do Utero. A, Efeito inibitorio de 6leo essencial de L. lasilocalycina em utero isolado
contragdes induzidas por 10uM de carbacol em meio despolarizante sem Ca?". Dados expressos como
média £ e.p.m., n=5. B, efeito relaxante do LLO em 1uM de contra¢des induzidas por carbacol na
auséncia ou presenga de heparina (HEP,10 uM). Dados expressos como média + e.p.m., n=5. *representa

os efeitos significativos (p < 0,05, ndo pareado teste t de Student) quando comparado com o controle
(barra de H,0).

3.10 Efeito do LLO no modelo experimental de dismenorreia primaria

O tratamento com o 0leo essencial de L. lasiocalycina, nas doses de 10 mg/kg
(22,17 £ 3,54) e 30 mg/kg (14,00 + 1,39), ndo mostrou uma redugédo estatisticamente
significante (p>0,05, Kruskal-Wallis test) no nimero de contor¢des abdominais, quando
comparado ao grupo controle negativo (25,00 + 2,08). J& a dose de 100 mg/kg (9,83 +
2,49), promoveu uma reducdo estatisticamente significante(p<0,05, Kruskal-Wallis
test), como ilustrado na (Fig. 7A). Trés farmacos foram escolhidos no tratamento da

dismenorreia, e suas doses padrdo para estudos em camundongos foram determinadas
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mediante a conversdo de doses entre humanos e animais (Nair and Jacob, 2016b).
Nifedipina 7 mg/kg (6,83+1,40), acido mefenamico 90 mg/kg (0,33+0,21) e
escopolamina 3,5mg/kg (9,33+0,49) apresentam diferenca significativa no nimero de
contorgdes quando comparado com o veiculo (Fig. 7B). O tratamento oral do LLO na
dose de 10 mg/kg associado a nifedipina 0,7 mg/kg, escopolamina 0,35mg/kg ou &cido
mefenamico 9 mg/kg reduziu o numero de contor¢des abdominais induzidas pela
ocitocina (7,50 = 1,60; 12,33 + 2,40 e 2,66 = 1,20 respectivamente), apresentando
significativa diferencas em relacdo ao veiculo (25,00+2,08) (Fig. 7C).
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Fig. 7. Efeito inibitdrio do éleo essencial de L. lasilocalycina (LLO) nas contor¢Ges abdominais induzidas
por ocitocina. Veiculo, cremdforo a 3% diluido em solugdo salina a 0,9%. Todos os dados sdo
apresentados como média + e.p.m, n=6: A, camundongos foram tratados nas doses 10, 30 e 100 mg/kg
por via oral; *representa os efeitos significativos (p<0,05, teste de Kruskal-Wallis seguido de
comparacOes multiplas de Dunn) quando comparado ao Veiculo; B, camundongos foram tratados por via
oral; *representa os efeitos significativos (p<0,05,teste de Mann-Whitney) quando comparado ao
Veiculo; C, camundongos foram tratados por via oral, as analises estatisticas foram realizadas pelo teste
de Mann-Whitney; *efeito significativo (p<0,05) quando comparado ao Veiculo; #efeito significativo
(p<0,05) quando comparado com &cido mefenamico, sem tratamento com LLO.
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3.11 Efeito da via de NO/GCS/GMPC, dos canais de K™ sensiveis ao ATP e dos

receptores adrenérgicos na acéo do LLO

O tratamento oral com LLO na dose de 100 mg/kg, associado a glibenclamida
20 mg/kg (Fig. 8A), L-Name 70 mg/kg (Fig. 8C) e azul de metileno 50 mg/kg (Fig.
8D), ndo demonstrou reducdo no numero de contor¢des abdominais induzidas pela
ocitocina (13.83 + 2.25; 24.17 + 0.94 e 17.00 £ 2.70, respectivamente) em comparacdo
com o veiculo (25,00 £ 2,08). Por outro lado, o tratamento com LLO na dose de 100
mg/kg, associado ao propranolol 20 mg/kg, resultou em uma redugdo no nimero de
contorgdes abdominais induzidas pela ocitocina (4,00 £ 0,81) (Fig. 8B), em comparagéo
com o veiculo (25,00 + 2,08) e também em comparacdo com a dose de propranolol 20
mg/kg (21,17 £ 3,55).
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Fig. 8. Efeito inibitdrio do 6leo essencial de L. lasilocalycina (LLO) nas contor¢fes abdominais induzidas
por ocitocina. Veiculo, cremdforo a 3% diluido em solugdo salina a 0,9%. Todos os dados sdo
apresentados como média + e.p.m., n=6: A, camundongos foram tratados na dose Glib 20mg/kg +
100mg/kg de LLO por via oral; *representa os efeitos significativos (p<0,05, teste de Kruskal-Wallis
seguido de comparagdes multiplas de Dunn) quando comparado ao glib 20 mg/kg; B, camundongos
foram tratados na dose Pro. 20 mg/kg + 100 mg/kg de LLO por via oral; *representa os efeitos
significativos (p<0,05, teste de Kruskal-Wallis seguido de comparagdes mdaltiplas de Dunn) quando
comparado Pro. 20 mg/kg; C, camundongos foram tratados com L-NAME 70mg/kg + 100mg/kg do LLO
por via oral; *representa os efeitos significativos (p<0,05, teste de Kruskal-Wallis seguido de
comparacOes multiplas de Dunn) quando comparado L-NAME. 70mg/kg; D, camundongos foram tratado
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com azul de metileno 50 mg/kg + 100mg/kg do LLO por via oral; *representa os efeitos significativos
(p<0,05, teste de Kruskal-Wallis seguido de comparag¢fes multiplas de Dunn) quando comparado azul de
metileno 50mg/kg; “efeito significativo (p<0,05) quando comparado com veiculo.

4 DISCUSSAO

A partir da analise quimica dos componentes do 0leo essencial da espécie L.
lasiocalycina, foi possivel identificar os principais constituintes da especie: E-
ocimenona (32,35+2,60%), p-mirceno (24,53+1,26%), p-cimeno (5,89+0,39%) e
mircenona (5,56+1,79%). Esses compostos se apresentam como potenciais marcadores
sobre os possiveis efeitos do LLO em modelos farmacoldgicos. Resultados semelhantes
quanto aos constituintes majoritarios de L. lasiocalycina foram verificados por Bispo,
2015 que obteve o E-ocimenona (22,82%) como majoritario, dependendo da época de
colheita. Um trabalho semelhante foi obtido por Oliveira, 2014 obtendo E-ocimenona
(29,90%) e B-mirceno (17,58%) como compostos majoritarios.

A composicdo e concentracdo dos compostos quimicos no dleo essencial
dependem do controle genético (fatores fixos) e dos estimulos promovidos por fatores
do ambiente (fatores variaveis), mudando continuamente com o tempo e 0 espago, como
a temperatura, insolacéo e época do ano (Ehlert et al., 2013).

Assim como a maioria das espécies do seu género, L. lasiocalycina é uma planta
com folhas aromaéticas, rica em o6leo essencial composto por monoterpenos e
sesquiterpenos. Do ponto de vista etnobotanico, as espécies pertencentes a este género
sdo amplamente empregadas globalmente como fontes de alimento, bebidas,
condimentos e medicamentos. Muitas dessas aplicacdes medicinais sdo direcionadas
para o tratamento de problemas respiratorios, infecgdes pulmonares, tosse, resfriados e
asma (Pascual et al., 2001).

Os estudos toxicoldgicos na fase pré-clinica sdao uma passo obrigatério para cada
medicamento desenvolvido na industria farmacéutica (Andrade et al., 2016). Esses
estudos quando realizados em um modelo animal adequado permitem identificar o
potencial toxico dos medicamentos (Parasuraman, 2011).

As plantas medicinais sdo, algumas vezes, erroneamente consideradas como
seguros porque sdo de origem natural (Smeriglio et al., 2014). Atualmente, a utilizagéo
de plantas medicinal é uma pratica mundialmente disseminada, sendo encorajada pela

Organizacdo Mundial de Saude (OMS), especialmente em paises do hemisfério sul
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(Mattos et al., 2018). O uso de plantas medicinais e seus compostos estdo se expandindo
a cada ano na maioria dos paises devido a uma crenca equivocada de que a preparacdo
natural esta livre de efeitos adversos sem considerar os casos relatados na literatura
(Leenaars et al., 2019). As alteracdes do peso corporal servem como uma indicacdo
sensivel do estado geral de saide dos animais (EI Hilaly et al., 2004). Ap6s 14 dias de
observacao, todos 0s animais apresentaram incremento normal no peso corporal. Pode-
se afirmar que LLO néo interferiu no metabolismo normal dos animais.

A metodologia do campo aberto permite diversas possibilidades sobre a agéo no
sistema nervoso central de substdncias. Alguns pardmetros como numero de
cruzamentos, tempo de imobilidade e frequéncia de rearing sdo tratadas como medidas
de atividade locomotora, exploracéo e ansiedade (Prut and Belzung, 2003).

Assim, decidimos investigar o efeito do LLO no teste de campo aberto, um
modelo animal comumente empregado para avaliar os efeitos das substancias na
atividade motora. Nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg, o LLO ndo demonstrou redu¢do no
namero de reerings e grooming, tampouco houve modificacbes nos parametros motores,
como o numero de ambulagdes e o tempo de imobilidade. Esses resultados indicam que
o0 tratamento com LLO ndo exerce efeito sedativo ou depressor sobre o sistema nervoso
central dos animais.

Os testes de coordenacdo motora sdo utilizados na triagem de farmacos com
possivel atividade miorrelante/neurotdxica, pois sdo testes capazes de detectar o efeito
relaxante muscular e incoordenacd0 motora de agentes com propriedades
farmacoldgicas, como o0 que acontece com muitas drogas (Baggio et al., 2012; de
Moraes Pultrini et al., 2006). Os animais sob condi¢des normais, sem a influéncia de
substancias que afetam o sistema nervoso central, sdo capazes de permanecer na barra
rotativa por um periodo prolongado. Assim, dependendo do nimero de quedas, esse
teste é capaz de detectar danos neuroldogicos minimos, como ataxia, sedacdo e
hiperexcitabilidade (Marques et al., 2014). Observou-se entdo que 0s animais tratados
com o LLO néo apresentaram numero de quedas da barra giratéria durante o tempo
proposto, ao contrario do observado com o grupo controle positivo (diazepam 2,5
mg/kg), onde os animais tratados apresentaram alteragdo na coordenagdo motora. Logo,
LLO n&o promoveu um déficit na coordena¢do motora dos animais dos grupos tratados.

Os ensaios farmacologicos foram desenvolvidos com o objetivo de avaliar o

efeito espasmolitico do LLO em contragdes que envolvem o acoplamento
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farmacomecénico e acoplamento eletromecénico. A partir da andlise dos dados,
observa-se que o LLO apresentou atividade espasmolitica em todas os protocolos
testados, sendo capaz de promover o relaxamento dos cornos uterinos isolada de rata
pré-contraida com carbacol ou ocitocinas ou ao cloreto de potassio, de uma maneira
dependente da concentracao.

A ocitocina € um hormdnio pepitidico que age em receptores de ocitocina e sua
ativacdo induz contracdo do musculo liso miometral mediante 0 aumento intracelular de
Ca®* (Ferreira et al., 2019). Esse hormdnio é sintetizado a partir da estimulacio
estrogénica e a inibicao da sua sintese ocorre mediante acéo da progesterona (Akerlund,
2002). Substancias que, antagonizam 0s receptores de ocitocina comecaram a ser
utilizadas clinicamente no trabalho de parto prematuro (Eogan and McKenna, 2004).
Por conta disso, a busca por novas moléculas dotadas dessa capacidade se mostram
necessarias para auxiliar no tratamento de hipercontratilidade uterina (Gimpl and
Fahrenholz, 2001). Assim como a ocitocina, o carbacol age em receptores acoplados a
proteina Gqg, que sdo chamados de receptores muscarinicos que estimulam as contracfes
uterinas, e possuem varios subtipos de receptores presentes no miométrio uterino
(Soboll et al., 2006).

Altas concentracdes de KCI no meio externo, causam uma despolarizacao
celular. Na celular muscular lisa, essa despolarizacdo promove ativacdo de canais para
Ca®* voltagem-dependente, que uma vez abertos permitem o influxo desse fon para
dentro da célula para que o processo de contracdo ocorra (Duangjai et al., 2018).

Verifica-se que o LLO apresentou atividade espasmolitica significativa em
contracdes uterinas induzidas por diferentes agonistas, que por sua vez agem por
receptores e/ou via de transducéo de sinal diferentes. A partir desse achado, deduzir que
0 LLO ndo age especificamente em um receptor ou via de transdugdo de sinal
especifica. Porém, convém destacar, que apresentou maior poténcia em relaxar
contragdes induzidas por CCH, o que ndo se descarta a possibilidade de possuir
influéncia sobre a via colinérgica.

Os canais para potassio formam um grupo de proteinas que desempenham uma
funcdo crucial na preservagdo da inatividade uterina e tém a capacidade de regular a
abertura dos canais de célcio (CaV), controlando, dessa forma, a entrada de ions de
célcio (Ca®*) nas células musculares lisas contribuindo assim para a quiescéncia uterina
(Ferreira et al., 2019; Lorca et al., 2014; Stott et al., 2014). Diante disso, resolveu-se
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avaliar uma possivel participacdo dos canais de K™ na acdo tocolitica do LLO. Nesse
sentido, o efeito do relaxante LLO ndo foi alterado na presenca dos principais
bloqueadores sugerindo que esse canal para K™ ndo estar relacionado ao mecanismo de
relaxamento de LLO no Utero de ratas.

No tratamento para os problemas associado & contratilidade do miométrio, séo
utilizados agonistas dos receptores [2-adrenérgicos, que induzem o relaxamento
muscular através do aumento do AMP.. Esse relaxamento é mediado pela ativacdo da
adenilil ciclase (AC) e pela subsequente producdo de AMP. intracelular, que inibe a
interacdo entre os filamentos de actina e miosina no musculo (Berdeaux and Stewart,
2012; Fanning et al., 2017). Nesse sentido, os resultados indicaram que a curva de
relaxamento ndo foi afetada na presenca dos bloqueadores propranolol e fenotolamina,
mantendo os efeitos relaxantes do LLO em preparagdes de Utero isolado de rata. Isso
sugere que o mecanismo de acdo do LLO n&o inclui a ativacdo de receptores
adrenérgicos.

O o&xido nitrico (NO), um gas solavel, é produzido pela enzima constitutiva
Oxido nitrico sintase endotelial (NOS), que converte a arginina em NO e citrulina na
presenca de NADPH e outros cofatores. No trato genital feminino, o NO ¢é sintetizado
pelo endométrio, miométrio e placenta, desempenhando um papel crucial na regulacdo
da fisiologia menstrual e na manutencdo da quiescéncia uterina durante o periodo
gestacional (Chwalisz and Garfield, 2000; Maul et al., 2005).

O o6xido nitrico (NO) interage com o grupo heme na guanilato ciclase soltvel,
modificando sua conformacdo e ativando a enzima responsavel pela conversdo do
trifosfato de guanina em cGMP. Este Gltimo, por sua vez, promove o relaxamento do
masculo liso adjacente (Chaud et al., 1997; Zhao et al., 2015). Portanto, na presenca do
L-NAME, que atua inibindo a producéo de 6xido nitrico (NO), o 6leo ndo apresentou
diferenca significativa em relacdo ao seu efeito sem o bloqueador. 1sso sugere que o
6leo ndo modula os niveis de NO para relaxar o Gtero isolado de ratos.

Além disso, também foi utilizado azul de metileno (Fig. 04 B), um inibidor nédo
especifico da via 3',5-monofosfato de guanosina ciclico/guanilato ciclase soltvel
(GMPc-GCs), que é responsavel pelo efeito relaxante dependente de monofosfato do
oxido nitrico no masculo liso do Gtero (Ignarro, 1989). Dito isso o azul de metileno nédo
interfere no efeito relaxante do LLO, indicando que este ndo modula o relaxamento
uterino de forma independente da ativacdo da guanilil ciclase soltvel, devido a inibicao
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parcial da sGC pelo azul de metileno (Hwang et al., 1998). Portanto, realizamos a pré-
incubacdo das tiras uterinas com ODQ, um bloqueador especifico da guanilil ciclase
solivel (sGC). Notavelmente, o efeito do LLO permaneceu inalterado, indicando que a
ativacdo da sGC ndo é essencial para o relaxamento da musculatura uterina (Buxton et
al., 2001).

As fosfodiesterases de nucleotideos ciclicos (PDES) constituem uma via
essencial para o relaxamento do musculo liso. O aumento dos niveis de CAMP e cGMP
no citosol ativa a proteina quinase A (PKA) e a proteina quinase G (PKG),
respectivamente. Estas quinases promovem o relaxamento da musculatura lisa,
incluindo a ativacio dos canais de potéassio (K*). A PDE degrada o CAMP e cGMP em
seus metabolitos inativos, interrompendo a sinalizacdo celular dependente desses
nucleotideos ciclicos (Houslay and Adams, 2003; Lugnier, 2006).

Assim, para examinar o envolvimento dessa via, aminofilina, um inibidor néo
seletivo da PDE (Lugnier, 2006), foi empregada como uma ferramenta farmacologica.
Observou-se que a presenca de aminofilina intensificou o efeito relaxante do LLO,
sugerindo a participacdo da via dos nucleotideos ciclicos PDEs, possivelmente CAMP,
no mecanismo de relaxamento do LLO em Utero isolado de ratas.

No Gtero de ratas, tanto as fontes extracelulares quanto intracelulares de Ca*
desempenham um papel crucial no desenvolvimento do ténus muscular, com a entrada
de Ca** nas células musculares lisas ocorrendo principalmente por meio de canais de
Ca®* dependentes de voltagem (Ca2V) (Catterall, 2000). Na auséncia de célcio
extracelular, a contracdo do musculo liso € desencadeada pela liberacdo de célcio dos
estoques intracelulares do reticulo sarcoplasméatico (RS), ativada por receptores na
membrana do RS, incluindo os receptores de rianodina (RyR) e 0s receptores de
trifosfato de inositol (IP3Rs), que promovem o influxo de Ca** do RS para o citoplasma
celular (Lanner et al., 2010; Vervloessem et al., 2015). Como resultado, foi observado
que o LLO inibiu parcialmente as contragOes induzidas pelo carbacol em meio sem
Ca®*, sugerindo uma possivel inibicdo da liberacdo de Ca®* dos estoques intracelulares.
Diante desse achado, optou-se por investigar a contribuicdo dos receptores de inositol
1,4,5 trifosfato (IP3R).

A liberacdo de fons Ca** dos estoques intracelulares é induzida pela ativagdo dos
receptores de membrana (IP3R), resultando no influxo de calcio e subsequente liberacao

do reticulo sarcoplasmatico, enquanto na sinalizagdo de Ca?*, estimulos extracelulares
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acionam a fosfolipase C, gerando inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) que, por sua vez,
estimula a liberagdo de Ca** do reticulo endoplasmético (RE) através dos receptores IP5
(IPsR) (Berridge et al., 2000; Foskett et al., 2007; Prole and Taylor, 2019). Assim, ao
incubar com heparina, um bloqueador dos receptores IPsR, foi observado que o
relaxamento induzido pelo LLO ndo foi significativamente alterado, sugerindo que 0s
canais ativados pelo inositol 1,4,5-trifosfato provavelmente ndo desempenham um papel
em seu efeito.

Diante dos resultados do LLO que apresentou a capacidade de relaxar o Utero
isolado de ratas, a proxima etapa foi investigar o papel do LLO em um modelo de
dismenorreia primaria, que € caracterizada por dor abdominal.

A dismenorréia primaria pode ser causada por uma anormalidade da contragédo
do mdasculo liso uterino, que pode ser atribuida aos niveis séricos elevados de
prostaglandina F2a (PGF2a), leucotrienos e ocitocina promovendo intensa contragdo
miometrial, vasoconstri¢do, resultando na liberacdo subsequente de citocinas (Chen et
al., 2014; Deligeoroglou et al., 2006; Yang et al., 2015). Assim, as principais terapias
farmacoldgicas para dismenorreia primaria incluem anti-inflamatorios ndo esteroides
(AINEs) ou pilulas anticoncepcionais orais (Marjoribanks et al., 2003; Schroll et al.,
2023).

Os resultados obtidos demonstraram que o LLO na dose de 100 mg/kg foi capaz
de promover uma reducdo estatisticamente significante nas contor¢ées abdominais das
camundongas, em comparagdo ao grupo controle negativo. Uma das hip6teses para esse
resultado seria a de que o 0Oleo essencial de L. lasiocalycina age como antagonista aos
receptores de ocitocina (OCT), que foram expressos no miométrio com a aplicacao
intraperitoneal de cipionato de estradiol durante o protocolo. Dessa maneira, competiu
com a ocitocina em seus receptores presentes no miométrio, reduzindo, portanto, as
contracdes musculares promovidas por esse hormonio (Bittar and Zugaib, 2009).
Portanto, o desenvolvimento de antagonistas do receptor de ocitocina pode ter valor
terapéutico para a prevencgéo de problemas com a funcionalidade normal da musculatura
lisa uterina e auxiliar na inibicdo do efeito da dismenorréia priméaria (Chen et al., 2014).

Com base nos dados apresentados na Figura 7B observou-se uma redugéo
significativa no nimero de contor¢es no modelo de dismenorreia, comparavel a
eficacia da nifedipina, acido mefendmico e escopolamina, medicamentos amplamente

empregados no tratamento de colicas menstruais. Em vista disso, optamos por combinar
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0 LLO com esses medicamentos usandos doses subterapéuticas no tratamento da
dismenorreia.

Os blogueadores dos canais de calcio, como a nifedipina, reduzem a quantidade
de célcio que passa para as células musculares e, assim, impedem a sua contracéo. E,
portanto, sugerido que a administracdo de nifedipina pode diminuir a dor menstrual ao
inibir as contracdes uterina (Proctor and Farquhar, 2006). A nifedipina é amplamente
utilizada para diminuir as contracdes musculares uterinas na pratica clinica em
obstetricia, onde é usada para suprimir o trabalho de parto prematuro. A nifedipina
também é usada para tratar a hipertensdo durante a gravidez (Smith et al., 2000).

Apds o tratamento com a subdose de 0,7 mg/kg de nifedipina associado a LLO
de 10 mg/kg foi observado efeito significativo quando comparado ao grupo veiculo. De
acordo com nossos resultados, a combinagdo de nifedipina oral com LLO resultou em
uma reducao no numero de contor¢Ges em comparagdo com o tratamento exclusivo com
nifedipina. Os efeitos colaterais podem abranger edema pulmonar, dor no peito,
dispepsia, constipacao, cdibras musculares, parestesia e poliaria (Holmes Childress and
Katz, 1994). Existe a possibilidade de que a combinagédo da dose de LLO de 10 mg/kg
com nifedipina 0,7 mg/kg possa reduzir os efeitos colaterais da nifedipina.

Outra opcdo terapéutica médica eficaz para a dismenorreia primaria incluem os
anti-inflamatorios ndo esterdides (AINEs) (Marjoribanks et al., 2003). Os AINEs séo
altamente eficazes no alivio da dor associada a dismenorreia primaria, devido a sua
capacidade de inibir a formacdo de prostaglandinas. No entanto, os AINEs estdo
associados a efeitos adversos significativos, tais como gastrointestinais, como nauseas,
vomitos e azia (Ju et al., 2022). Em nosso estudo, o tratamento com LLO na dose de 10
mg/kg associado com a subdose de 9 mg/kg de acido mefendmico apresentou efeito
significativo quando comparado ao grupo veiculo.

A escopolamina, um antagonista do receptor muscarinico de acetilcolina, inibe
os efeitos da acetilcolina, sendo considerada um antagonista ndo seletivo, o que pode
contribuir para o alivio das célicas menstruais (Sciorsci et al., 2018). Os medicamentos
antimuscarinicos, também conhecidos como medicamentos parassimpatoliticos, s@o
essencialmente antagonistas competitivos dos receptores muscarinicos, blogueando as
acOes do sistema parassimpatico. Eles sdo frequentemente utilizados no controle de

espasmos musculares lisos, como agentes antiespasmodicos ou espasmoliticos, contra
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hipermotilidade gastroentérica, uterina, urinria, biliar e bronquiolar (Riccardi et al.,
2011).

Quando empregada a escopolamina, nossos resultados mostraram que a
combinagdo do LLO na dose de 10 mg/kg associado com a subdose de 0,35 mg/kg de
escopolamina apresentou efeito significativo quando comparado ao grupo veiculo,
sugerindo a influéncia dos receptores muscarinicos no efeito de LLO no nimero de
contorgoes.

Com base nos dados apresentados nas figuras 8A a 8D, todas as quatro
bloqueadores/ou inibidores testados associado com a dose de 100 mg/kg do LLO
demonstraram influéncia na reducdo das contor¢cdes abdominais induzidas pela
ocitocina em comparacdo com o0 grupo de controle de receptores
bloqueadores/inibidores. No entanto, apenas o grupo tratado com propranolol associado
com a dose de 100 mg/kg do LLO exibiu uma reducdo significativa em relacdo ao grupo
veiculo e ao grupo do blogueador. Esses resultados sugerem que o LLO pode estar
estimulando a adenilato ciclase e, consequentemente, desencadeando a cascata de
relaxamento do masculo liso. Com base nos resultados apresentados, € plausivel
acreditar que o LLO possui uma acdo antidismenorreica, possivelmente mediada por
vias dos receptores adrenérgicos.

Existe uma gama de tratamentos disponiveis e alguns deles, como 0s agonistas
dos receptores beta2-adrenérgicos, tém sido usados para tratar mulheres com
dismenorreia primaria, mas seus efeitos ndo sao claros (Fedorowicz et al., 2012).

A ativacdo dos receptores beta 2 desencadeiam uma cascata de eventos
intracelulares. Isso inclui a estimulacdo da adenilato ciclase, resultando na producdo de
cAMP, que reduz os niveis de célcio intracelular e ativa a proteina quinase A. Essas
alteracOes inibem a quinase da cadeia leve da miosina e ativam a miosina fosfatase de
cadeia leve. Além disso, os agonistas dos receptores beta 2 abrem canais de potassio
ativados por calcio, hiperpolarizando as células musculares lisas. Essa série de eventos

resulta no relaxamento do musculo liso (Wallukat, 2002).

5 CONCLUSAO

O oleo essencial de L. lasiocalycina (LLO) possui atividade tocolitica em Gtero

isolado, reduzindo as contracbes tanto por vias farmacomecénicas quanto
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eletromecénicas. O estudo também revela que o LLO pode potencialmente reduzir o
numero de contor¢bes abdominais, sugerindo sua utilidade no tratamento da
dismenorreia primaria. A combinacdo de uma dose fixa de LLO com doses
subterapéuticas de trés drogas utilizadas na terapia antidismenorreica oferece uma
possivel solugcdo para minimizar os efeitos adversos dessas drogas. Esses dados
corroboram os resultados in vitro que mostraram efeito relaxante no Utero isolado. No

entanto, estudos clinicos sdo necessarios para avaliar o potencial dessas combinacdes.
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CONCLUSAO GERAL

Acredita-se que os objetivos do estudo foram alcancados, visto que foi possivel
descrever as relacoes de influéncia das plantas medicinais na dismenorreias e analisar a
relagdo de plantas medicinais associada com as drogas com a fisiopatologia dos
principais distrbio da musculatura lisa uterina, principalmente da dismenorreias. O
estudo também proporcionou uma compreensdo aprofundada sobre o uso de plantas
medicinais, especificamente os dleos essenciais das espécies Lippia insignis e Lippia
lacilocalycina, como potenciais tratamentos para os sintomas das dismenorreias. Esses
achados reforcam a importancia dos estudos sobre espécies de Lippia e destacam a
relevancia da biotecnologia na medicina natural. A utilizacdo de plantas medicinais
como L. insignis e L. lasiocalycina pode oferecer alternativas naturais e eficazes para o
tratamento da dismenorreia, com o potencial de minimizar os efeitos adversos
associados as terapias convencionais. A combinagdo de produtos naturais com drogas
utilizadas na clinica médica apresenta-se como uma estratégia promissora para 0
desenvolvimento de novos tratamentos, proporcionando beneficios significativos para
as mulheres que sofrem de dismenorreia. Em suma, os resultados deste estudo néo
apenas confirmam a eficicia dos Oleos essenciais dessas espécies no tratamento de
colicas uterinas, mas também promovem uma maior integracdo entre a biotecnologia e a
medicina natural. Isso abre caminho para novas pesquisas e desenvolvimento de terapias
baseadas em produtos naturais, com o objetivo de melhorar a qualidade de vida de
pacientes com dismenorreia e outras condi¢Ges associadas a contratilidade anormal do

musculo liso.
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