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RESUMO 

 

O alívio da dor relacionada a espasmos musculares seja por problemas gastrointestinais ou do 

sistema reprodutor feminino, é uma preocupação constante. As plantas têm se destacado como 

fontes importantes para tratar condições como cólicas uterinas e intestinais, que estão 

associadas a uma regulação anormal da contratilidade do músculo liso. O objetivo deste 

estudo foi investigar o potencial farmacológico das espécies Lippia isignis Moldenke e Lippia 

lasiocalycina Cham na musculatura lisa uterina, encontradas na Caatinga. Foram realizados 

analise químicas dos óleos, teste toxicológico de dose aguda, neurotóxica e sedativa, além de 

análises farmacológicas envolvendo atividade espasmolítica e antidismenorreica. Os 

resultados mostraram a presença destacada de timol e γ-terpineno em L. insignis (LIO) e E-

ocimenona e β-mirceno em L. lasiocalycina (LLO). Os óleos essenciais não apresentaram 

toxicidade ou danos ao sistema nervoso central dos animais estudados. Os dados indicam que 

LIO e LLO têm atividade espasmolítica, reduzindo significativamente as contrações 

musculares. No modelo in vivo de dismenorreia, o tratamento oral com LIO (10 mg/kg) 

associado a nifedipino (0,7 mg/kg) ou ácido mefenâmico (9 mg/kg) reduziu 

significantivamente o número de contorções abdominais. Já O LLO (10 mg/kg) associado 

com nifedipino (0,7 mg/kg), escopolamina (0,35 mg/kg) e acido mefenâmico (9 mg/kg) 

promoveu uma redução significativa nas contorções abdominais dos animais. Portanto, este 

estudo sugere que os óleos essências das espécies quando associado aos medicamentos 

padrões em dose subterapêutica potencializa o efeito terapêutico reduzindo os efeitos 

colaterais, sendo eficaz no tratamento da dismenorreia primária e apoiando o uso popular 

dessas plantas para tratar cólicas. 

 

Palavras-chave: Útero. 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 γ-terpinene in L. insignis (LIO) and E-ocimenone and β-

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. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

LISTA DE FIGURAS 

CAPÍTULO 1 

Figura 1 - Efeito da administração oral do LIO (10, 30 e 100 mg/kg) na coordenação motora 

de camundongos........................................................................................................................34 

Figura 2 - Efeito relaxante do óleo essencial de L. insignis (LIO) nas contrações isolada do 

útero espontâneas (BASAL) ou pré-contraídas com carbacol (CCh, 1μM), ocitocina (OCT, 

10
-2

UI/mL) ou cloreto de potássio (KCl, 60 mM)....................................................................36 

Figura 3 - Efeito relaxante do óleo essencial de L. insignis (LIO) nas contrações isoladas do 

útero induzidas por carbacol 1μM na presença ou na ausência de bloqueadores dos canais de 

potássio......................................................................................................................................37 

Figura 4 - Efeito relaxante do óleo essencial de L. insignis (LIO) nas contrações isoladas do 

útero induzidas por 1µM de carbocol na presença ou ausência de antagonistas 

adrenérgicos..............................................................................................................................38 

Figura 5 - Efeito relaxante do óleo essencial de L. insignis (LIO) nas contrações isoladas do 

útero induzidas por 1μM de carbacol na presença ou ausência de inibidores da via 

NO/GCS/GMPC/PKG..............................................................................................................39 

Figura 6 - Efeito do óleo essencial de L. insignis (LIO) na mobilização de Ca
2+

 do útero 

isolado.......................................................................................................................................40 

Figura 7 - Efeito inibitório do óleo essencial de L.insignis (LIO) nas contorções abdominais 

induzidas por ocitocina.............................................................................................................41 

CAPITULO 2 

Figura 1 - Efeito do óleo essencial de L. lasiocalycinas (LLO) sobre o sistema nervoso 

central de camundongos a partir do modelo experimental da barra giratória...........................71 

Figura 2 - Efeito relaxante do óleo essencial de L. lasilocalycina (LLO) nas contrações 

isoladas do útero pré-contraídas com carbacol (CCh), ocitocina (OCT) ou cloreto de potássio 

(KCl).........................................................................................................................................72 

Figura 3 - Efeito relaxante do óleo essencial de L. lasilocalycina (LLO) nas contrações 

isoladas do útero induzidas por carbacol 1 μM na presença ou na ausência de bloqueadores 

dos canais de potássio...............................................................................................................73 



 

 

Figura 4 - Efeito relaxante do óleo essencial de L. lasilocalycina (LLO) nas contrações 

isolada do útero induzidas por 1µM de carbocol na presença ou ausência de antagonistas 

adrenérgicos..............................................................................................................................74 

Figura 5 - Efeito relaxante do óleo essencial de L. lasilocalycina (LLO) nas contrações 

isoladas do útero induzidas por 1 μM de carbacol na presença ou ausência de inibidores da via 

NO/GCS/GMPC/PKG..............................................................................................................75 

Figura 6 - Efeito do óleo essencial de L. lasilocalycina (LLO) na mobilização de Ca
2+

 nas 

contrações isolado do útero.......................................................................................................76 

Figura 7 - Efeito inibitório do óleo essencial de L. lasilocalycina (LLO) nas contorções 

abdominais induzidas por ocitocina..........................................................................................77 

Figura 8 - Efeito inibitório do óleo essencial de L. lasilocalycina (LLO) nas contorções 

abdominais induzidas por ocitocina..........................................................................................78 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

LISTA DE TABELAS 

CAPITULO 1 

01- Composição do óleo essencial de L. insignis por CG-EM.................................................32 

02-Efeito do óleo essencial de L. insignis sobre o sistema nervoso central de camundongos a 

partir do modelo experimental do campo aberto.......................................................................35 

CAPITULO 2 

01- Composição do óleo essencial de L. lasiocalycina por CG-EM........................................69 

02-Efeito do óleo essencial de L. lasilocalycina sobre o sistema nervoso central de 

camundongos a partir do modelo experimental do campo aberto.............................................70 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS  

 

μM   Micromolar (10
-6

 mol/L)  

[Ca
2+

]i  Concentração de Ca
2+

 intracelular livre  

ANOVA  Análise de variância  

[Ca
2+

]   Concentração de íons Cálcio  

CaM   Calmodulina  

Cav   Canais para cálcio dependentes de voltagem  

CE50   Concentração de uma substância que produz 50% do seu efeito máximo  

SEM   Erro padrão da média  

GMPc   Monofosfato cíclico de guanosina  

GPCRs  Receptores acoplados a proteína G  

GTP   Trisfosfato de guanosina  

IP3   1,4,5-trifosfato de inositol  

IP3R   Receptor para IP3  

LIO   Óleo essencial de Lippia insignis  

LLO   Óleo essencial de Lippia lasiocalycina  

MB   Azul de metileno  

MLC   Cadeia leve da miosina  

MLCP  Fosfatase da cadeia leve da miosina  

MLCK  Cinase da cadeia leve da miosina  

mM   Milimolar (10
-3

 mol/L)  

nº   Número de experimentos realizados em cada protocolo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

SUMÁRIO 

1 INTRODUÇÃO GERAL....................................................................................................14 

2 OBJETIVO...........................................................................................................................23 

2.1 OBJETIVO GERAL...........................................................................................................23 

2.1.1 Objetivo específicos.........................................................................................................23 

CAPÍTUL 1..............................................................................................................................24 

RESUMO.......................................................................................................................................25 

1 INTRODUÇÃO....................................................................................................................26 

2 MATERIAL E MÉTODOS.................................................................................................27 

2.1 Material vegetal..................................................................................................................27 

2.2 Extração do óleo essencial.................................................................................................27 

2.3 Animais...............................................................................................................................28 

2.4 Estudos de toxicidade aguda................................................................................................28 

2.5 Teste do campo aberto........................................................................................................28 

2.6 Teste da barra giratória (ROTA-ROD)..............................................................................29 

2.7 Preparação de tecido..........................................................................................................29 

2.8 Atividade espasmolítica em útero isolado  de rata.............................................................30 

2.9 Análise do mecanismo de ação...........................................................................................30 

2.10 Efeito do LIO na contorção abdominal de camundongos fêmeas em modelo de 

dismenorreia primária..............................................................................................................31 

2.11 Efeito do LIO associada a drogas na contorção abdominal de camundongos fêmeas em 

modelo de dismenorreia primária.............................................................................................31 

2.12 Análise de dados e estatística...........................................................................................32 

3 RESULTADOS.....................................................................................................................32 

3.1 Análise da composição química do óleo essencial.............................................................32 

3.2 Toxicidade oral aguda........................................................................................................34 

3.3 Rota-rod..............................................................................................................................34 

3.4 Teste do campo aberto........................................................................................................35 

3.5 Efeito relaxante do LIO no útero isolada de ratas.............................................................35 

3.6 Influência dos canais K
+
 no efeito do LIO..........................................................................36 

3.7 Investigação da participação dos receptores adrenérgicos no efeito relaxante do LIO..37 

3.8 Influência da via de NO/GCS/GMPC/PKG no efeito do LIO............................................38 

3.9 Influência do LIO na mobilização de cálcio.......................................................................39 



 

 

3.10 Efeito do LIO no modelo experimental de dismenorreia primária.................................40 

4 DISCUSSÃO.........................................................................................................................42 

5 CONCLUSÃO......................................................................................................................49 

REFERÊNCIAS......................................................................................................................51 

CAPÍTULO 2...........................................................................................................................60 

RESUMO.................................................................................................................................61 

1 INTRODUÇÃO....................................................................................................................62 

2 MATERIAL E MÉTODOS.................................................................................................63 

2.1 Material vegetal e extração do óleo essencial....................................................................63 

2.2 Determinação da composição do óleo essencial................................................................63 

2.3 Animais................................................................................................................................64 

2.4 Estudos de toxicidade aguda...............................................................................................64 

2.5 Teste do campo aberto........................................................................................................65 

2.6 Teste da barra giratória (rota-rod)....................................................................................65 

2.7 Preparação de tecido..........................................................................................................65 

2.8 Atividade espasmolítica no útero isolado de rata..............................................................66 

2.9 Análise do mecanismo de ação...........................................................................................66 

2.10 Efeito da LLO nas contorções abdominais de camundongos fêmeas em modelo de 

dismenorreia primária..............................................................................................................67 

2.11 Efeito do LLO associado a drogas nas contorções abdominais de camundongosfêmeas 

em modelo de dismenorreia primária.......................................................................................67 

2.12 Investigação dos possíveis mecanismos de ação do LLO em modelo de dismenorreia 

primária....................................................................................................................................68 

2.13 Análise de dados e estatística...........................................................................................68 

3 RESULTADOS....................................................................................................................68 

3.1 Análise da composição química do óleo essencial.............................................................68 

3.2 Toxicidade oral aguda........................................................................................................70 

3.3 Teste do campo aberto........................................................................................................70 

3.4 Teste da barra giratória (rota-rod) ...................................................................................71 

3.5 Efeito relaxante do LLO no útero isolada de ratas............................................................72 

3.6 Influência dos canais K
+
 no efeito do LLO.........................................................................73 

3.7 Efeito relaxante do LLO na via adrenérgicos.....................................................................74 

3.8 Influência da via de NO/GCS/GMPC/PKG no efeito do LLO...........................................74 

3.9 Influência do LLO na mobilização de cálcio......................................................................76 



 

 

3.10 Efeito do LLO no modelo experimental de dismenorreia primária................................76 

3.11 Efeito da via de NO/GCS/GMPC, dos canais de K
+
 sensíveis ao ATP e dos receptores 

adrenérgicos na ação do LLO..................................................................................................78 

4 DISCUSSÃO.........................................................................................................................79 

5 CONCLUSÃO......................................................................................................................86 

REFERÊNCIAS......................................................................................................................87 

CONCLUSÃO GERAL..........................................................................................................93 

REFERÊNCIAS......................................................................................................................94 

ANEXO A..............................................................................................................................103 

 



14 

 

 

1 INTRODUÇÃO GERAL 

Nos últimos anos, tem-se observado um aumento significativo nas pesquisas 

sobre a atividade biológica de óleos essenciais, extratos e substâncias isoladas de 

plantas medicinais em todo o mundo. Esse interesse crescente se deve à grande 

importância e diversidade das espécies vegetais, que apresentam uma variedade de 

propriedades, incluindo atividades espasmolítico, por exemplo. O alívio da dor e o 

controle de patologias relacionadas a espasmos musculares, como hipertensão, asma, 

cólicas uterinas e intestinais, entre outros, estão associados a disfunções na 

contratilidade do músculo liso. Essas questões têm sido uma preocupação constante 

tanto para os profissionais de saúde quanto para a população em geral, e as plantas 

medicinais têm oferecido respostas promissoras (GILANNI et al., 2005). 

A natureza proporciona uma ampla variedade de substâncias bioativas oriundas 

do metabolismo vegetal que são empregadas na terapêutica, seja na forma empírica ou 

na forma de produto farmacêutico, e servem como base para a produção de novas 

formulações terapêuticas, na sua forma isolada ou associada ao fitocomplexo (NEW-

MAN e CRAGG, 2016). 

 O músculo liso, um tecido extensivamente distribuído no organismo, é 

constituído por células musculares lisas e desempenha um papel fundamental na 

homeostase. Este tecido contribui significativamente para a manutenção da pressão 

arterial, a respiração, a motilidade gastrointestinal e a contração uterina. 

Adicionalmente, o músculo liso é a principal estrutura de órgãos ocos, incluindo aqueles 

pertencentes aos sistemas digestivo, respiratório, vascular e urogenital (WIRTH e 

OFFERMANNS, 2012).  

A musculatura lisa, por meio de contrações por encurtamento, desempenha 

funções como a motilidade, a alteração das dimensões de certos órgãos e a manutenção 

da tensão. Embora componha apenas 5% da musculatura no organismo, pode ser 

encontrada revestindo as paredes de tubos e órgãos ocos, onde suas contrações resultam 

em modificações na forma desses órgãos (EDDINGER e MEER, 2007). 

Para o estudo do músculo liso, é essencial ressaltar alguns aspectos gerais, 

destacando-se a importância do íon Ca
2+

 nos processos de contração e relaxamento. A 

presença de Ca
2+

 dentro da célula desencadeia diversos eventos intracelulares, que vão 

desde mecanismos de contração até secreção, transmissão sináptica, regulação 
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enzimática, fosforilação e desfosforilação de proteínas e transcrição gênica 

(CATTERALL, 2011). 

O músculo liso uterino é crucial para a fisiologia contrátil, desempenhando 

funções essenciais durante o parto, nas complicações pré-parto, e na descamação do 

endométrio durante a menstruação, causando cólicas e dismenorreia, processos estes 

que estão intimamente ligados à camada muscular uterina e aos aspectos da reprodução 

feminina (GARRETT et al., 2022). 

O útero humano é composto por camadas de músculo liso organizadas em 

direções perpendiculares, o que facilita a transmissão das contrações entre as fibras 

musculares. A contração das camadas longitudinal e circular resulta em diferentes 

alterações no formato do útero (DODDS et al., 2021). O órgão possui três camadas 

principais: perimétrio (tecido conjuntivo externo), miométrio (camada muscular 

responsável pelas contrações) e endométrio (camada interna de tecido epitelial). 

Durante a gestação, as fibras musculares do miométrio aumentam em número e 

tamanho (POTIKUL et al., 2016). 

A contração da musculatura lisa é controlada por hormônios, substâncias 

parácrinas e neurotransmissores, enquanto a esquelética é controlada apenas pela 

acetilcolina. Além disso, a musculatura lisa possui propriedades elétricas variáveis e 

múltiplas vias de contração 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 útero nos roedores consiste em tubos pares que 

partem dos ovários onde são separados por curtas tubas uterinas e se abrem ainda 

distintamente na vagina, sendo denominado útero duplo ou bifurcado, tais 

características são facilmente observadas em ratas de laboratório (Rattus novergicus) 

(CONTI, 2001; ANDERSEN, 2004). 

Nestes animais o útero duplo é contínuo contendo dois canais cervicais distintos 

que desembocam em uma vagina simples (MARTINS, 2009; MITCHELL et al., 

2013b). Em ratas assim como em outras espécies, o miométrio é constituído por duas 

camadas distintas, a longitudinal exterior e uma camada interna circular com origem, 

estrutura, função e padrões de contração diferentes. Em animais com um útero 

bifurcado, por exemplo, na rata, o músculo circular interior e longitudinal exterior, 

existe uma maior facilidade de separação do que em útero 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. 

É caracterizado por 4 estágios: proestro, estro, metaestro e diestro. No proestro há um 

aumento dos níveis de estrogênio, ao final desta fase, ocorre à ovulação e marca o início 

do ciclo estral. O estro corresponde à ovulação, onde se tem pico de progesterona. 

Durante o metaestro e o diestro, os hormônios retornam ao seu nível basal, revestimento 

uterino se regenera e o ciclo recomeça. Esses estágios causam alterações na composição 

do epitélio vaginal e levam a presença de células inflamatórias, 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 período gestacional e à saúde humana, são frequentemente realizados 

em animais de laboratório. Os roedores são amplamente utilizados como modelos 

experimentais devido à sua fácil obtenção, ciclo reprodutivo curto, baixo custo e 

facilidade de criação, além de possuírem uma fisiologia semelhante à humana. Apesar 

das diferenças entre o cérebro humano e o de roedores, existem estruturas análogas que 

se correlacionam com certos comportamentos (CASTRO, 2006). 

O miométrio é um ponto de interesse comum em diversos processos fisiológicos, 

especialmente no processo contrátil. Na atividade uterotrópica, a ocitocina (OT) é o 

agonista uterino mais potente, sendo produzida no hipotálamo, armazenada na 

neurohipófise e também na decídua materna. A endotelina-1 e a prostaglandina F2a 

(PGF2a) são outros agonistas potentes produzidos na decídua materna. Esses agonistas 

atuam por meio de receptores de membrana específicos, os GPCRs, que ativam vias de 

sinalização através de pequenas proteínas GTPases (KOTANI et al., 2000; MITCHELL 

et al., 2013a). 

O ciclo menstrual é um acontecimento biológico que ocorre em mulheres 

saudáveis no qual se caracteriza pelo fluxo sanguíneo vaginal. Esse fenômeno tem uma 

natureza cíclica, resultante das variações nas concentrações hormonais secretadas pelo 

eixo hipotálamo-hipófise-gonadal (PARDINI, 2001). 

A duração média do ciclo menstrual é de 28 dias, podendo ser dividido nas três 

fases primárias: folicular, ovulatória e lútea (MELEGARIO et al., 2006; DIAS et al., 

2005). A fase folicular, que se inicia no primeiro dia da menstruação e se estende até o 

nono dia, pode ser dividida em duas subfases: a fase folicular inicial, caracterizada por 

baixos níveis dos hormônios estrogênio e progesterona, e a fase folicular média, em que 
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os níveis de estrogênio são altos independentemente da progesterona. Um ciclo médio 

de 28 dias significa que a ovulação ocorre no meio do ciclo, por volta do 14º dia. Isto 

acontece porque a fase ovulatória dura entre 10 e 14 dias antes da menstruação. Apenas 

durante este período de tempo o 17-beta-estradiol pode fornecer um feedback positivo 

da produção. A fase lútea inicia no fim da ovulação e dura até o início do fluxo 

menstrual é caracterizado por altas concentrações de estrogênio e progesterona. Estas 

mudanças cíclicas são muitas vezes previsíveis ao longo dos anos reprodutivos 

(HAWKINS e MATZUK, 2008; DELIGEOROGLOU e TSIMARIS, 2010). O 

estrogênio e a progesterona produzidos no tecido ovariano são os responsáveis pelas 

alterações locais no endométrio. A redução do nível de estrogênio e progesterona 

acarretam o processo de descamação do endométrio e o surgimento do fluxo menstrual. 

A menstruação marca o início de um novo ciclo menstrual (BOUZAS, et al., 2010). As 

flutuações hormonais que ocorrem nas mulheres devido às alterações de estrogênio e 

progesterona durante o ciclo menstrual têm impacto na fisiologia da mulher (BRAUN e 

HORTON, 2001). 

Os ciclos menstruais são indicadores de saúde e fertilidade feminina. Entre as 

doenças femininas mais comuns estão as irregularidades do ciclo menstrual e a 

dismenorreia primária (HILLARD, 2018). 

A dismenorreia é caracterizada por cólicas dolorosas e espasmódicas no abdome 

inferior, que ocorrem durante a menstruação (YANG et al., 2015). Ela é classificada 

como primária, quando resulta apenas de alterações hormonais, sem a presença de 

patologias pélvicas, ou como secundária, quando está associada a condições pré-

existentes, como aderências uterinas, ciclos menstruais irregulares, doenças 

inflamatórias pélvicas e endometriose (SEZEREMETA et al., 2013; PU et al., 2015). A 

dismenorreia primária ocorre devido a contrações uterinas intensificadas, causadas pela 

produção excessiva de prostaglandinas no fluido menstrual, o que leva a contrações, 

hipóxia e isquemia uterinas (GUIMARÃES e PÓVOA, 2020). 

A fisiopatologia da dismenorreia não é totalmente compreendida, mas 

evidências sugerem que se deve ao aumento da secreção de prostaglandina F2α 

(PGF2α) e prostaglandina E2 (PGE2) no útero durante a descamação endometrial 

(BERNARDI M. al., 2017). Na ausência de gravidez, os níveis hormonais caem devido 

ao declínio da função do corpo lúteo, levando à retirada da progesterona. Isso leva à 

constrição das arteríolas espirais e isquemia tecidual nas camadas superficiais do 
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endométrio. O endométrio libera prostaglandinas, possivelmente devido à diminuição 

da estabilidade das membranas lisossômicas nas células endometriais (HENZL et al., 

1972). Essas prostaglandinas estão envolvidas no aumento das contrações e 

vasoconstrição do miométrio, levando à isquemia uterina. Isso resulta na 

hipersensibilização das fibras da dor e, finalmente, na dor pélvica (BERNARDI M. al., 

2017). As prostaglandinas são sintetizadas através da cascata do ácido araquidônico, 

mediada pela via da ciclooxigenase (COX). Alta concentração da ciclooxigenase-2 

(COX-2) leva ao aumento de PGF2α durante a menstruação, sendo o mecanismo mais 

provável responsável pela dismenorréia primária (PAN et al., 2014; GHONEIM et al., 

2015). Além disso, ao cair na circulação sanguínea, juntamente com os leucotrienos, é 

responsável pelos sintomas sistêmicos, como as dores de cabeça, náuseas, vômitos, 

tontura e a diarreia que podem acompanhar as cólicas menstruais (RYAN, 2017). 

A terapia de primeira linha inclui o uso de anti-inflamatórios não esteroidais 

(AINEs) enquanto que, a de segunda linha, inclui o uso de contraceptivos orais, 

podendo estar ou não associados aos AINEs (GUIMARÃES e PÓVOA, 2020; RYAN, 

2017). 

Os AINEs são os medicamentos mais comuns para tratar a dismenorreia 

primária, especialmente em casos moderados (KAPLAN et al., 2013). Embora sejam 

geralmente eficazes, seu uso em longo prazo pode causar efeitos colaterais, como 

distúrbios no fígado, sistema digestivo e rins (SIMON, 2013). As pílulas 

anticoncepcionais orais são uma opção de tratamento, mas são menos usadas devido às 

implicações para a gravidez (FOX et al., 2019). Outras terapias incluem medicamentos 

antiespasmódicos, magnésio, repouso, calor local, dieta leve, atividade física e 

acupuntura (ORTIZ e ROMERO, 2013). 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), plantas medicinais são 

aquelas que possuem substâncias terapêuticas ou que são precursores de fármacos semi-

sintéticos (VEIGA JUNIOR, PINTO e MACIEL, 2005). Sendo assim, os efeitos 

terapêuticos das plantas medicinais são atribuídos aos princípios ativos encontrados em 

diversas partes da planta, como sementes, raízes, flores, frutos e folhas. Essas 

substâncias são responsáveis por desencadear respostas fisiológicas nos organismos 

vivos, resultando em benefícios para a saúde (ROCHA et al., 2021). 

Entre as várias moléculas bioativas estudadas, os metabólitos secundários de 

plantas se destacam. Diferentes dos compostos do metabolismo primário, que são 
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responsáveis pelo desenvolvimento e manutenção celular, os metabólitos secundários 

realizam atividades biológicas significativas e oferecem diversas vantagens para os 

organismos que os produzem. Esses compostos despertam grande interesse tanto pelas 

respostas biológicas das plantas aos estímulos ambientais quanto pelo seu enorme 

potencial farmacológico (PEDROSO, ANDRADE e PIRES, 2021).  

Apesar do uso de plantas medicinais como uma alternativa ou complemento aos 

medicamentos oferecidos pela medicina tradicional ser uma prática antiga (LORENZI e 

MATOS, 2002), estima-se que existam entre 25.000 e 75.000 espécies vegetais, das 

quais apenas 1% teve seu potencial terapêutico comprovado por estudos científicos 

realizados em humanos (LIMA et al., 2011). 

Por isso, têm sido investigadas quais plantas e substâncias nelas contidas 

possuem atividade sobre a musculatura lisa em modelos experimentais (GULLO e 

HUGHES, 2005), além de ações gerais sobre o sistema reprodutivo para prevenir ou 

reduzir complicações (REDDY e SATIJA, 2010). Dessa maneira, as plantas medicinais 

podem se tornar uma alternativa ao uso dos medicamentos convencionais, 

principalmente, quando esses não são bem tolerados ou são contraindicados (VELOSO 

G., et al., 2021). 

Os óleos essenciais possuem uma composição extremamente complexa, devido à 

presença de substâncias químicas altamente funcionais. As atividades farmacológicas 

desses óleos estão intimamente ligadas à sua composição química, que inclui 

substâncias de diferentes grupos funcionais, como álcoois, cetonas, terpenos, fenóis, 

mono e sesquiterpenos, fenilpropanonas, aldeídos, hidrocarbonetos alifáticos, entre 

outros (PEREIRA e GRACAS, 2012). 

A maioria dos óleos essenciais possui um ou dois compostos majoritários que 

lhes conferem características específicas entre as espécies, embora existam muitos 

outros componentes minoritários (BAKKALI et al., 2008). Assim, são possíveis que as 

substâncias majoritárias não sejam sempre as responsáveis pelas propriedades 

biológicas atribuídas aos óleos. O efeito pode ser devido a um constituinte em menor 

proporção ou a um sinergismo entre os diversos compostos presentes no óleo 

(BANDONI e CZEPAK, 2008; MACHADO e JUNIOR, 2011).  

A composição dos óleos essenciais pode variar entre representantes da mesma 

espécie, pois a síntese de metabólitos secundários é influenciada por fatores como o 

clima, a estação do ano, as condições geográficas, o período de colheita, os fatores 
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genéticos da espécie, as técnicas de destilação, entre outros (GOBBO-NETO e LOPES, 

2007). 

As propriedades farmacológicas atribuídas aos óleos essenciais são diversas e 

algumas são preconizadas por apresentarem vantagens importantes, quando comparadas 

a outras classes de substâncias como, por exemplo, a sua volatilidade, que os torna ideal 

para uso em nebulizações, banhos de imersão ou simplesmente em inalações. A 

volatilidade e o baixo peso molecular de seus componentes possibilita que eles sejam 

rapidamente eliminados do organismo através das vias metabólicas (BANDONI e 

CZEPAK, 2008). 

Os monoterpenos são as moléculas mais representativas dos óleos essenciais, 

constituindo mais de 90% de sua composição. Eles apresentam uma variedade de 

propriedades biológicas, como relaxante muscular, antimicrobiano, antiespasmódico, 

antidepressivo, anti-inflamatório, anti-hipertensivo, analgésico, anticonvulsivante e 

ansiolítico (SOUSA, 2011; GUIMARÃES et al., 2013).  

A família Verbenaceae possui ampla distribuição geográfica, abrangendo  cerca 

de 34 gêneros e aproximadamente 1.200 espécies (ATKINS, 2004). Essas espécies são 

encontradas principalmente em regiões tropicais, subtropicais e temperadas do 

hemisfério sul, sendo menos comuns no hemisfério norte (BUENO e LEONHARDT, 

2011). 

O gênero Lippia, pertencente à família Verbenaceae, destaca-se como um dos 

mais importantes dentro dessa família, englobando aproximadamente 200 espécies 

amplamente distribuídas nos neotrópicos. A maior diversidade das espécies é 

encontrada na América do Sul, com algumas espécies endêmicas na África. No Brasil, 

Lippia ocorre nos biomas Amazônia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlântica e Pampas 

(PASCUAL et al., 2001; SALIMENA e MULGURA, 2015; SOUZA e LORENZI, 

2005), apresentando maior prevalência no Cerrado e na Caatinga, onde é notável pelo 

aspecto chamativo durante a floração e pelo aroma forte e geralmente agradável. Essa 

espécie pode ser encontrada em quase todas as regiões brasileiras, prosperando em solos 

arenosos, leitos de rios e margens de lagos, em áreas com climas tropical e subtropical 

(GOMES, NOGUEIRA e MORAES, 2011). 

As espécies da família Verbenaceae possuem diversas aplicações, incluindo usos 

medicinais e ornamentais (MELO et al., 2010). Ademais, essas plantas são amplamente 
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reconhecidas na medicina popular, pois muitas contêm compostos fitoquímicos 

bioativos com significativos efeitos farmacológicos (SANTOS et al., 2015). 

Entre os países do continente americano, o Brasil e o México destacam-se por 

possuírem uma grande diversidade do gênero Lippia. No Brasil, o maior número de 

espécies do gênero Lippia encontra-se na Cadeia do Espinhaço, localizada nos estados 

da Bahia, Minas Gerais e Goiás (OLIVEIRA et al., 2007; GOMES, NOGUEIRA e 

MORAIS, 2011). Utilizam-se as folhas, caules ou partes aéreas com flores, comumente 

preparadas por infusão ou decocção, no entanto, também são usadas como macerado 

para aplicação tópica no uso tradicional (PASCUAL et al., 2001; MATOS, 2008; 

GOMES, NOGUEIRA e MORAES, 2011). 

Diversas espécies do gênero Lippia têm propriedades medicinais comprovadas. 

Por exemplo, a Lippia alba possui ações vasorrelaxante, tocolítica e antiespasmódica 

(SILVA et al., 2018; PEREIRA-DE-MORAIS et al., 2019; CARVALHO et al., 2018). 

A Lippia dulcis tem atividades antiespasmódica, citotóxica, antioxidante e 

antiparasitária (GÖRNEMANN et al., 2008; ESCOBAR et al., 2010; ATTIA et al., 

2012). A Lippia sidoides é anti-inflamatória, gastroprotetora, leishmanicida, citotóxica e 

imuno-modulatória (MONTEIRO et al., 2007; MELO et al., 2014; RAJGOPAL et al., 

2015). A Lippia multiflora é eficaz contra malária e tem atividade antibacteriana 

(VALENTIN et al., 1995; BASSOLÉ 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 cabeça, com ações 

antimicrobiana, espasmolítica e antidiarreica (SILVA et al., 2016; MENEZES et al., 

2018).  

A espécie L. insignis Moldenke, endêmica do Brasil, encontra-se no domínio 

fitogeográfico entre o Cerrado e a Caatinga, com ocorrência restrita à região Nordeste, 

especificamente no estado da Bahia (OLIVEIRA, 2014). Em virtude da exploração 

antrópica e irracional dos recursos naturais, esta espécie encontra-se ameaçada de 

extinção (BACELLAR-SCHITTINI et al., 2009). As informações referentes ao seu 

potencial bioativo e ao seu uso popular são 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 inflorescências são axilares, apresentando 

brácteas ovadas de aproximadamente 0,6 cm de comprimento e coloração verde; o 

pedicelo mede cerca de 3 cm e a corola é labiata, variando de lilás a magenta 
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(SALIMENA et al., 2015; OLIVEIRA, 2014). Do ponto de vista botânico, trata-se de 

uma planta arbustiva, aromática, com altura aproximada de 2 metros e baixa 

ramificação. Suas inflorescências são paucifloras, com folhas de formato ovado-deltóide 

e coloração verde escura, e flores magentas, que normalmente surgem no mês de junho 

(SANTOS, 2017). 

A espécie Lippia lasiocalycina Cham. é nativa do Brasil e ocorre nos estados da 

Bahia, Minas Gerais, Mato Grosso, Paraná e São Paulo, em domínios fitogeográficos 

como Caatinga, Cerrado, Mata Atlântica e Floresta Amazônica, além de apresentar 

registros na Bolívia. Seus sinônimos heterotípicos incluem L. lasiocalycina var. 

(SALIMENA e MULGURA, 2015). As informações acerca do potencial bioativo dessa 

espécie ainda são escassas (SANTOS, 2017). A planta é descrita como um arbusto que 

pode atingir até 2 metros de altura, com ramos aromáticos e verticais. Sua inflorescência 

é axilar e racemosa, e as folhas, dispostas de forma oposta, são membranáceas e ovadas, 

com pecíolos de cerca de 1,6 cm de comprimento (BISPO, 2015). 

Diante da relevância dos produtos naturais no desenvolvimento de novos 

compostos bioativos, este trabalho buscou novas alternativas terapêuticas para tratar 

distúrbios na musculatura lisa uterina utilizando produtos naturais, com foco nas 

espécies L. insignis e L. lasiocalycina, pouco estudadas nessa área. A Tese foi dividida 

em dois capítulos e apresenta uma avaliação pré-clínica dos efeitos dos óleos essenciais 

combinados com doses subterapêuticas de medicamentos, analisando seu potencial 

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

2.1 OBJETIVO GERAL  

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

contratilidade uterina, em modelo experimental de dismenorreia. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 Avaliar a composição química dos óleos essenciais de L. insignis e L. 

lasiocalycina;  

 Avaliar a toxicidade em dose única dos óleos essenciais das espécies L. insignis 

e L. lasiocalycina em camundongos fêmeas.  

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

 Avaliar o efeito espasmolítico dos óleos essenciais de L. insignis e L. 

lasiocalycina sobre os músculos lisos de útero isolado de rata, utilizando como 

parâmetros de medida a força de contração e o relaxamento;  

 Investigar farmacologicamente o mecanismo de ação dos óleos essenciais das 

espécies  L. insignis e L. lasiocalycina.  

 Investigar o efeito dos óleos essenciais das espécies L. insignis e L. 

lasiocalycina sobre a contratilidade uterina em modelos experimentais in vivo de 

dismenorreia primária.  
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CAPITULO 1 
 

 

 

Óleo essencial de Lippia insignis Moldenke induz efeito tocolítico em útero de rata 

virgem e reduzem contorções abdominais em modelo in vivo de dismenorreia 
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RESUMO 

 

O estudo investigou a atividade espasmolítica do óleo essencial de Lippia insignis 

Moldenke (LIO) em útero isolado de ratas, com foco no seu potencial no tratamento da 

dismenorreia. Dismenorreia refere-se às dores pélvicas durante o ciclo menstrual, sendo 

tratada principalmente com anti-inflamatórios não esteroides e hormônios 

contraceptivos. O gênero Lippia é conhecido por suas propriedades farmacológicas, 

especialmente ação espasmolítica, mas muitas espécies carecem de estudos 

aprofundados. Objetivo: avaliar o efeito do óleo essencial de L. insignis Moldenke 

(LIO) na contratilidade uterina e seu possível mecanismo e seu efeito antidismenorréico 

em roedores. Métodos: Avaliamos o efeito espasmolítico por meio de ensaios in vitro 

com útero isolado de ratas. Para avaliar a coordenação motora e a mobilidade, foram 

utilizados os testes rotarod e campo aberto, respectivamente. Para o estudo de 

toxicidade de dose única, administramos LIO na dose de 2 g/kg por gavagem. A 

dismenorreia foi estabelecida pela injeção de cipionato de estradiol em camundongas 

fêmeas. Resultados: No estudo de toxicidade em dose única, a administração de 2 g/kg 

de LIO não alterou o comportamento dos animais, sem óbitos ou sinais clínicos de 

toxicidade. Os testes de coordenação motora e mobilidade não revelaram efeitos 

adversos. LIO relaxou o útero de rata pré-contraída com 10
-2 

UI/mL de OCT, 1µM CCh 

ou 60mM KCl. A pré-íncubação de bloqueadores 4-AP, GLIB, e TEA não alterou 

significativamente o efeito relaxante do LIO. Já na presença do CsCl, houve diferença 

significativa entre os valores de logCE50. A pré-incubação com propranolol, 

fentolamina, L-NAME, azul de metileno, ODQ, animofilina e heparina nas contrações 

induzidas por carbacol não alterou significativamente o efeito relaxante do LIO. A pré-

incubação com LIO em meio livre de Ca
2+

 nas concentrações de 9 µg/mL, 27 µg/mL ou 

81 µg/mL reduziu a contração induzida pelo carbacol. O tratamento com LIO a 100 

mg/kg por via oral, inibiu as contorções em camundongos fêmeas. Já o tratamento do 

LIO 10 mg/kg associado com a subdose de escopolamina 0,35 mg/kg, nifedipino 0,7 

mg/kg ou ácido mefenâmico 9 mg/kg inibiu as contorções em camundongos. 

Conclusão: Demonstra o efeito tocolítica e potencial antidismenorreico quando 

associado com as subdoses dos medicamentos, reduzindo principalmente a contorções 

dos animais e apresenta baixa toxicidade oral em dose única. 

Palavras-chave:Verbenaceae. Efeito espasmolitico. Músculo liso. Útero. Dismenorreia. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A dismenorreia é um termo médico usado para descrever as dores na região 

pélvica que ocorrem durante o período menstrual. Os sintomas da dismenorreia 

costumam ocorrer durante a ovulação ou imediatamente após, persistindo até o final do 

período menstrual em muitas mulheres. A dismenorreia primária pode persistir por anos 

e, em alguns casos, pode ser crônica (Fox et al., 2019; Guimarães and Póvoa, 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 

síntese e liberação de prostaglandinas, as quais ocasionam uma hipercontratilidade 

uterina. Esse evento resulta na hipóxia e isquemia do músculo uterino, provocando a dor 

(Guimarães and Póvoa, 2020). 

O tratamento da dismenorreia inclui o uso de anti-inflamatórios não esteroidais e 

hormônios anticoncepcionais. Os anti-inflamatórios não esteroidais são comumente 

usados como terapia de primeira linha, mas podem ter efeitos adversos em longo prazo 

(Daniels et al., 2002). Os hormônios anticoncepcionais, como os contraceptivos orais, 

são uma opção alternativa que ajuda a reduzir o fluxo menstrual e a produção de 

prostaglandinas, aliviando os sintomas da dismenorreia (Sun et al., 2016). 

A utilização 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, há evidências de 

que algumas plantas medicinais possuem atividade antiespasmódica, o que pode 

contribuir para o alívio da dismenorreia (Pellow and Nienhuis, 2018).  

O gênero Lippia engloba diversas espécies com elevada concentração de óleos 

essenciais, despertando interesse na etnofarmacologia. Algumas espécies de Lippia 

destacam por sua relevância na medicina tradicional, conforme evidenciado em estudos 

(Albuquerque et al., 2007; Pascual et al., 2001). No entanto, apesar dos avanços nos 

estudos sobre o uso de plantas medicinais desse gênero, ainda há muitas espécies que 

necessitam de pesquisas mais abrangentes e aprofundadas. 

A pesquisa científica que aborda as propriedades químicas, farmacológicas e 

biológicas sobre a espécie Lippia insignis Moldenke é limitada. A planta é endêmica do 

Brasil, sendo encontrada principalmente no estado da Bahia, na região do bioma 

caatinga (Trindade et al., 2021). 
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Dado a escassez de dados científicos e o crescente interesse farmacológico em 

relação a esta espécie, este estudo tem como objetivo investigar a atividade 

espasmolítica e o possível mecanismo do relaxamento do óleo essencial de L. insignis 

(LIO) em modelos in vitro e in vivo, com foco em sua possível aplicação no tratamento 

da dismenorreia. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS  

 

2.1 Material vegetal 

 

Partes aéreas de L. insignis Moldenke (HUEFS 2432189, SISGEN Cadastro 

nº A1C1DEB) foram coletadas durante a manhã, 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 nível do mar, com temperatura 

média anual de 24°C e uma taxa de precipitação média de 848 mm por ano.  

A planta foi seca à temperatura ambiente até peso constante (aproximadamente 

72h). Na extração do óleo, 100g de folhas secas da espécie foram trituradas em 

liquidificador com água destilada e, em seguida, adicionadas em balão de vidro 

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

 

2.2 Extração do óleo essencial 

 

O método de extração foi por hidrodestilação, utilizando-se o aparelho de 

Clevenger, acoplados a balões de vidro, que foram aquecidos por mantas térmicas 

elétricas com termostato. A extração foi conduzida durante 3 horas, contadas a partir da 

condensação da primeira gota. Após a extração foi separado o óleo da água e adicionado 

ao óleo o sulfato de sódio anidro para eliminação da água residual. Posteriormente, com 

o uso da pipeta do tipo Pasteur, o óleo foi coletado e acondicionado em frascos de 

vidros, etiquetados e armazenados a -23ºC até a realização da análise química. O teor de 

óleo essencial (%) foi calculado pela relação entre volume de óleo e biomassa seca das 

folhas. O óleo essencial foi extraído por hidrodestilação, analisado por GC/FID e 

GC/MS no Laboratório de Química de Produtos Naturais e Bioativos (LAPRON). 
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2.3 Animais 

 

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Uso de Animais da Universidade Federal do Vale do São Francisco (CEUA-UNIVASF) 

sob o número 0004/261120. As ratas adultas (150-250g) e as camundongas fêmeas (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 água estavam disponíveis ad libitum. As experiências foram realizadas entre as 7:00 e 

as 17:00. 

 

2.4 Estudos de toxicidade aguda 

 

Os procedimentos foram realizados utilizando as diretrizes da Organização para 

Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OCDE) - Diretrizes 425 (OCDE, 2008a) e 

da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Agência de Vigilância Sanitária, 2013). 

Neste ensaio, o LIO na dose de 2 g/kg foi administrado por gavagem, 

paralelamente, um grupo, com o mesmo número de animais, foi tratado com veículo 

(salina e 3% cremofor 0.1 mL/10g/v.o) e um grupo tratado só com solução salina. Os 

animais foram observados periodicamente durante as primeiras 24 h (nos 30, 60, 90, 

120, 240, 480 e 720 min) após o tratamento e depois uma vez ao dia por 14 dias. No 14º 

dia, os camundongos foram eutanásiado sob anestesia (xilazina 10–15 mg/kg e cetamina 

100–150 mg/kg) e órgãos vitais (coração, rins, pulmão, baço e fígado) foram removidos 

para exame macroscópico e peso relativo dos órgãos. Também avaliamos outros 

parâmetros, como peso corporal, ingestão de alimentos e água, diariamente, ao longo do 

estudo (Agência de Vigilância Sanitária, 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 solução salina (10 mL/kg, 

v. o.), LIO (10, 30 e 100 mg/kg, v. o.) ou diazepam (2,5 mg/kg, i.p.) e 30min após o 

tratamento cada camundongo foi colocado no centro do campo aberto área e permitido 
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explorá-la por 5 min. Durante a sessão de teste de 5 min, foram avaliadas as variáveis de 

latência de movimento da atividade locomotora, número total de cruzamentos, o número 

total do levantar, número de auto-limpeza e o tempo em que os animais permaneceram 

parados. Limpamos a área do campo aberto com uma solução de etanol a 5% e 

deixamos secar depois de testar cada camundongo (Prut and Belzung, 2003). 

 

2.6 Teste da barra giratória (ROTA-ROD) 

 

Nesse teste, os animais foram pré-selecionados em uma sessão 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 solução salina 0,9% 

(10 mL/kg, v.o), LIO (10, 30 e 100 mg/kg, v.o) ou diazepam (2,5 mg/kg, i. p.). Trinta 

minutos após 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 após os tratamentos (Dunham and Miya, 1957). 

 

2.7 Preparação de tecido 

 

Os animais foram tratados 48h antes do início dos experimentos com cipionato 

de estradiol (1mg/kg. por via subcutânea) para indução do estro. Após, foram 

eutanasiadas por deslocamento cervical e os cornos uterinos foram excisados e abertos 

longitudinalmente para obtenção de 4 tiras de tecido uterino de 1cm de comprimento. 

Em seguida, segmentos foram colocados individualmente em um banho de órgãos de 10 

ml contendo a solução nutritiva Ringer-Locke (NaCl 154,0 mM, KCl 5,63 mM, 

CaCl2.2H2O 2,16 mM, Glicose 5,5 mM e NaHCO3 11,9 mM) aerada com mistura 

carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2) a 32°C e pH 7,4. Cada corno uterino foi 

conectado a um transdutor isométrico (Panlab, Cornellà, Barcelona, Espanha) sob uma 

tensão basal isotônica de 1g e deixado equilibrar por pelo menos 45 minutos, sendo 

lavado com uma nova solução de Ringer-Locke a cada 15 min. 
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2.8 Atividade espasmolítica no útero isolado de rata 

 

Após o período de estabilização de 45 minutos duas contrações foram induzidas 

por carbacol (CCh) 1µM, ocitocina (OCT) 10
-2 

UI/mL ou cloreto de potássio (KCl) 60 

mM. Durante a fase tônica sustentada da segunda resposta, o LIO, foi cumulativamente 

adicionado à cuba em concentrações crescentes (1, 3, 9, 27, 81, 243 e 729 µg/mL), com 

um intervalo de 5 minutos entre cada adição. Além disso, um grupo experimental não 

foi submetido a agentes contraturantes para verificar o efeito do LIO no tônus basal do 

órgão. Neste caso, LIO foi adicionado cumulativamente (1, 3, 9, 27, 81, 243 e 729 

µg/mL) na cuba em intervalos de 5 minutos, após o período de estabilização de 45 

minutos sem contração pré-induzida. Por fim, foi observado se os órgãos responderam à 

contração ao final do experimento. O LIO foi diluído em solução de cremophor EL 3% 

em água destilada e este veículo não teve efeito relaxante (dados não apresentados). 

 

2.9 Análise do mecanismo de ação 

Para investigar o possível mecanismo relaxante do LIO, as preparações uterinas 

foram montadas conforme descrito anteriormente e contraídas com CCh 1 μM na 

ausência ou presença de cloreto de césio (CsCl, 5 mM), um bloqueador não seletivo dos 

canais para K
+
 (Zhou et al., 1996), tetraetilamônio (TEA, 5 mM), um bloqueador dos 

canais para potássio ativados pelo Ca
2+

 (Kca) (Khan et al., 2001), 4-aminopiridina (4-

AP, 1 mM), um bloqueador dos canais para potássio abertos por voltagem (Kv) 

(Aaronson et al., 2006) ou glibenclamida (GLI, 1 µM), um bloqueador dos canais para 

potássio sensíveis ao ATP (KATP) (Hughes and Hollingsworth, 1997), propranolol 

(PRO, a 10 µM), um antagonista β-adrenérgico; fentolamina (PHE, a 1 µM), um 

antagonista α-adrenérgico (Fanning et al., 2017), Nω-nitro-L-arginina metil éster (L-

NAME, 100 μM), inibidor da óxido nítrico sintase (Munglue et al., 2013), azul de 

metileno (AZM, 1µM) inibidor não seletivo da guanilil ciclase solúvel (Evora, 2016; 

Naseri et al., 2008), 1H-[1, 2, 4] oxadiazolo [4, 3-A] quinoxalina-1-ON (ODQ, 10 μM), 

inibidor seletivo da guanilil ciclase solúvel (Garthwaite et al., 1995) ou aminofilina 

(AMI, 1 μM) inibidor da fosfodiesterases  (Hirsh et al., 2004; Lai et al., 2021), e 

heparina (HEP, a 10 μM), um bloqueador dos receptores de inositol 1,4,5-trifosfato 
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(IP3R) (Song et al., 2015). Após o período de estabilização, o LIO foi adicionado 

cumulativamente (1–729 μg/mL) e individualmente a cada preparação.  

Para avaliar a influência da liberação de Ca2
+
 dos estoques intracelulares, duas 

contrações foram induzidas com CCh 10 µM em meio livre de Ca2
+
 e, antes da segunda 

contração, as preparações foram pré-incubadas por 20 min com água destilada ou LIO 

(9, 27, ou 81 µg/mL). As contrações evocadas pelo carbacol foram comparadas antes e 

após a adição do LIO. 

2.10 Efeito do LIO nas contorções abdominais de camundongos em modelo de 

dismenorréia primária 

Camundongos fêmeas, foram pré-tratados com cipionato de estradiol 

(1mg/kg/dia) por via intraperitoneal por 3 dias consecutivos. Os grupos foram então 

divididos (n=6) e no 4º dia os animais foram tratados via oral de acordo com os grupos 

experimentais: veículo (3% cremophor diluído em 0,9% NaCl), LIO 10, 30 ou 100 

mg/kg, ou ácido mefenâmico 90 mg/kg. Após 60 min de tratamento, os animais 

receberam ocitocina por via intraperitoneal (0,4 UI/mL), e o número de contorções 

abdominais (caracterizada pela contorção abdominal, com rotação 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 contorções abdominais de 

camundongos em modelo de dismenorréia primária 

 

Camundongos fêmeas, foram pré-tratados com cipionato de estradiol 

(1mg/kg/dia) por via intraperitoneal por 3 dias consecutivos. Os grupos foram então 

divididos (n=6) e no 4º dia, os animais foram tratados por via oral de acordo com os 

grupos experimentais: veículo (3% cremophor diluído em 0,9% NaCl), escopolamina 

3,5 mg/kg, nifedipina 7 mg/kg, ácido mefenâmico 90 mg/kg, escopolamina 0,35 mg/kg, 

nifedipina 0,7 mg/kg ou ácido mefenâmico 9 mg/kg, LIO 10 mg/kg, LIO 10 mg/kg + 

escopolamina 0,35 mg/kg, LIO 10 mg/kg + nifedipina 0,7 mg/kg ou LIO 10 mg/kg + 

ácido mefenâmico 9 mg/kg. A dosagem dessas drogas foi estimada de acordo com a 

dose equivalente humana estabelecida por (Nair and Jacob, 2016a). Após 60 min de 

tratamento, os animais receberam ocitocina por via intraperitoneal (0,4 UI/mL), e o 
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número de contorções abdominais foi registrado nos 30 min subsequentes (Yang et al., 

2015). 

 

2.12 Análise de dados e estatística 

 

Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média (SEM) e ―n‖ 

representa o número de experimentos realizados ou o número de animais por grupo 

experimental. Os valores de CE50 foram calculados por meio de regressão não linear; 

log CE50 µg/mL representam o logaritmo de CE50. Os dados foram analisados 

estatisticamente por meio do teste t de Student não pareado, ANOVA two-way seguida 

do teste de comparações múltiplas de Sidak, teste de Kruskal-Wallis seguido de 

comparações múltiplas de Dunntt ou teste de Mann-Whitney, onde p < 0,05 foi 

considerado significativo. Para análise estatística e produção dos gráficos utilizou-se o 

software GraphPad Prism


 versão 6.00 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, USA). 

 

3 RESULTADOS 

 

3.1 Análise da composição química do óleo essencial 

 

A análise química do óleo essencial de L. insignis (LIO) revelou a presença de 

25 compostos terpenóides (Tabela 1), com predominância de monoterpenos e teve como 

constituinte majoritário o timol  com concentração de 39,12% da amostra, seguido γ-

terpineno (13,05%), p-cimeno (9,95%), E-ocimenona (8,03%), β-mirceno (6,49%) e 

mircenona (5,02%) estando os demais constituintes com um percentual abaixo de 5% na 

composição do óleo essencial.  

 

Tabela 1. Composição do óleo essencial de L. insignis por CG-EM 

Composto IAlit IAcalc Média ± DP 

α-tujeno 924 928 0.64 ± 0.10 

α-pineno 932 937 0.14 ± 0.02 

sabineno 969 977 0.16 ± 0.02 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/carvacrol


33 

 

 

β-mirceno 988 992 6.49 ± 0.51 

α-terpineno 1014 1022 1.94 ± 0.19 

p-cimeno 1020 1031 9.95 ± 0.43 

limoneno 1024 1034 3.07 ± 0.38 

E-β-ocimeno 1044 1049 0.66 ± 0.02 

γ-terpineno 1054 1063 13.05 ± 1.43 

linalol 1095 1107 1.29 ± 0.22 

ipsdienol 1140 1150 0.35 ± 0.05 

mircenona 1145 1156 5.02 ± 1.02 

terpinen-4-ol 1174 1192 0.33 ± 0.02 

α-terpineol 1186 1204 0.14 ± 0.02 

Z-ocimenona 1226 1242 1.91 ± 0.36 

E-ocimenona 1235 1250 8.03 ± 1.77 

timol 1289 1303 39.12 ± 1.29 

carvacrol 1298 1311 2.51 ± 0.87 

E-cariofileno 1417 1427 1.40 ± 0.47 

α-humuleno 1452 1464 0.35 ± 0.13 

germacreno D 1484 1489 0.34 ± 0.10 

viridifloreno 1496 1499 0.22 ± 0.10 

biciclogermacreno 1500 1504 0.41 ± 0.12 

β-bisaboleno 1505 1515 0.20 ± 0.09 

espatulenol 1577 1590 0.52 ± 0.13 

óxido de cariofileno 1582 1595 0.20 ± 0.07 

Compostos identificados 

Composto não identificados 

  98.38 

1.62 

  

IAlit = índice Aritmético da literatura; IAcalc = índice de Kovats calculado; DP = desvio 

padrão 
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3.2 Toxicidade oral aguda  

 

No teste de toxicidade em dose única, o LIO (2 g/kg) não apresentou alteração 

no comportamento dos animais (ataxia, reflexo auricular, reflexo de endireitamento, 

anestesia, ptose, entre outros), não foram observados óbitos ou sinais clínicos de 

toxicidade dos animais durante o período de tempo do protocolo. Em relação à variação 

do peso corporal entre os animais controle e tratados, não observamos nenhuma 

alteração significativa. Além disso, não observamos alterações no consumo diário de 

comida e água pelos ratos. Na análise macroscópica dos órgãos não observamos 

alterações de tamanho, aparência ou cor. A análise estatística não revelou diferença 

significativa entre os pesos relativos dos órgãos dos grupos tratados em comparação 

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 os 

possíveis efeitos na coordenação motora (Fig. 1 A–C), não houve alterações entre os 

animais que receberam tratamento com LIO e controle negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. Efeito da administração oral do LIO (10, 30 e 100 mg/kg) na coordenação motora de 

camundongos. As barras expressavam a média±SEM., n=6. A, B e C: representam os dados 30, 60 e 120 

minutos após a administração, 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 os animais do controle negativo, o 

grupo tratado com LIO nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg não apresentou alterações 

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

 

Tabela 2: Efeito do óleo essencial de L. insignis sobre o sistema nervoso central de 

camundongos a partir do modelo experimental do campo aberto 

Tratamento Dose 

(mg/kg) 

Número de 

ambulação 

Tempo de 

imobilização 

Número de 

reerings 

Número de 

grooming 

C.N _ 75,83±2,41 30,00±6,86 19,50±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 útero isolado de ratos 

 

Nas contrações fásicas espontâneas, o LIO (1–729 μg/mL) não foi capaz de 

reduzir significativamente as contrações de maneira dependente da concentração. Nas 

contrações induzidas por OCT (10
-2

 UI/mL), o LIO relaxou significativamente o útero a 

27μg/mL, com valor de logCE50= 1,41±0,18. Nas contrações induzidas pelo CCh 

(1μM), o LIO relaxou significativamente o útero a partir da concentração de 27μg/mL, 

apresentando valor de logCE50= 1,43±0,16 e com KCl (60mM), a partir da concentração 

de 81μg/mL, apresentando o valor de logCE50= 1,84±0,14 de forma dependente da 

concentração (Fig. 2) 

 

 

 

 

 

 

 



36 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. Efeito relaxante do óleo essencial de L. insignis (LIO) nas contrações isolada do útero em 

preparações espontâneas (BASAL) ou pré-contraídas com carbacol (CCh, 1μM), ocitocina (OCT, 10
-

2
UI/mL) ou cloreto de potássio (KCl, 60 mM). Dados expressos como média±SEM, n=5; *representa o 

relaxamento significativo quando comparado ao efeito na concentração 1μg/mL na mesma curva 

concentração-resposta (p < 0,05, ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de múltiplas comparações de 

Holm-Sidak Sidak). 

 

3.6 Influência dos canais K
+
 no efeito do LIO 

Investigamos a participação dos canais de K
+
 no efeito LIO. Os dados 

mostraram que não houve diferença significativa no efeito LIO na presença de 4-AP de 

logCE50= 1,28±0,20 (Fig. 3A), GLI logCE50= 1,61±0,06 (Fig. 3C) ou TEA logCE50= 

1,44±0,33 (Fig. 3D) quando comparado à ausência desse bloqueador. Na presença de 

CsCl logCE50= 2,43±0,23 (fig. 3B), foi possível observar que houve diferença 

significativa entre os valores de logCE50, quando comparados na ausência deste 

bloqueador. 
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Fig. 3. Efeito relaxante do óleo essencial de L. insignis (LIO) nas contrações isoladas do útero induzidas 

por carbacol 1μM na presença ou na ausência de bloqueadores dos canais de potássio: A, 4-aminopiridina 

(4-AP, 1 mM) bloqueador dos Kv; B, cloreto de césio (CsCl, 5 mM) bloqueador dos Kir; C, glibenclamida 

(GLIB, 1 μM) bloqueador dos KATP e D, tetraetilamónio (TEA, 5 mM) bloqueador dos KCa. (n=5). Dados 

expressos em média ± SEM., respectivamente; *representa os efeitos significantes (p< 0,05, two-way 

ANOVA, seguindo de Holm-Sidak). 

 

3.7 Investigação da participação dos receptores adrenérgicos no efeito 

relaxante do LIO 

 

A potência do LIO (logCE50= 1,43±0,16) em relaxar o útero isolado pré-

contraído com CCh não foi alterada quando comparada às preparações pré-incubadas 

com propranolol (logCE50= 1,21 ± 0,12) (Fig. 4 A) ou fentolamina (logCE50= 1,31 ± 

0,08) (Fig. 4 B). 
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Fig. 4. Efeito relaxante do óleo essencial de L. insignis (LIO) nas contrações isoladas do útero induzidas 

por 1µM de carbocol na presença ou ausência de antagonistas adrenérgicos. A, propranolol (PRO, 10µM) 

e B, fentolamina (PHE, 1µM). Dados expressos com média ± SEM, n=5. 

 
 

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

 

Outra importante via de sinalização que relaxa a musculatura lisa uterina 

envolve a cascata NO/sGC/GMPC/PKG. Assim, a potência do LIO na presença do L-

NAME foi avaliada logCE50= 1,45±0,23 e não foi possível notar qualquer alteração no 

efeito relaxante do LIO (Fig. 5A). Quando avaliada a atividade relaxante do LIO na 

presença do MB (Fig. 5B), observou-se que o LIO não apresentou diferença 

significativa quando comparado à ação do óleo na ausência deste inibidor, apresentando 

um logCE50 valor na presença do bloqueador de 0,85±0,08. Da mesma forma, quando a 

atividade relaxante do óleo foi avaliada na presença de ODQ logCE50= 1,36 ± 0,11 (Fig. 

5C) não houve diferença quando comparada na ausência do bloqueio. A ação da LIO foi 

verificada na presença de aminofilina, logCE50= 1,62 ± 0,11 (Fig. 5D). Na presença do 

inibidor, o efeito relaxante da LIO não apresentou diferença quando comparado à 

ausência do inibidor. 



39 

 

 

 
Fig. 5. Efeito relaxante do óleo essencial de L. insignis (LIO) nas contrações isoladas do útero 

induzidas por 1 μM de carbacol na presença ou ausência de inibidores da via NO/GCS/GMPC/ 

PKG: A,  Éster metílico de Nω-nitro-L-arginina (L-NAME, 100 μM) inibidor da óxido nítrico 

sintase; B, azul de metileno (MB, 1μM) inibidor solúvel da guanilil ciclase; C, 1H- [1,2,4] 

Oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-1-ona (ODQ, 10 μM) inibidor da guanilato ciclase e D, 

aminofilina (AMI, 10 μM) 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 Influência do LIO na mobilização de cálcio 

Quando o LIO foi pré-incubado com heparina, não foram observadas diferenças 

significativas com o logCE50= 1,19 ± 0,13 (Fig. 6A) em comparação com as 

preparações sem o bloqueador (logCE50= 1,43 ± 0,16), indicando que o LIO não está 

influenciando os IP3R. Além disso, o efeito do LIO na mobilização de cálcio de 

estoques intracelulares e o meio extracelular foi investigado. Isto foi observado que o 
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LIO, nas concentrações 9 μg/mL (60,59 ± 8,73), 27 μg/mL (40,94 ± 6,53) e 81 μg/mL 

(3,03 ± 1,36), reduziu significativamente as contrações evocado por carbacol em meio 

livre de Ca
2+

 (Fig. 6B).  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 6. Efeito do óleo essencial de L.insignis (LIO) na mobilização de Ca
2+

 nas contrações 

isolado do útero. A, efeito relaxante do LIO em 1μM de contrações induzidas por carbacol na 

ausência ou presença de heparina (HEP,10 μM). Dados expressos como média ± SEM, n=5. B, 

Efeito inibitório de óleo essencial de L. insignis em útero isolado contrações induzidas por 

10μM de carbacol em meio despolarizante sem Ca
2+

. Dados expressos como média ± SEM., 

n=5. *representa os efeitos significativos (p < 0,05, não pareado teste t de Student) quando 

comparado com o controle (barra de H2O). 
 

 

3.10 Efeito do LIO no modelo experimental de dismenorréia primária 

 

O tratamento com LIO (Fig. 7A), nas doses de 100 mg/kg (11,67±0,95) por via 

oral, induziu redução no número de contorções quando comparado ao veículo 

(24,33±0,88) apresentando diferença estatística significativa. Foram selecionados três 

medicamentos utilizados clinicamente na terapia primária da dismenorreia, e suas doses 

habituais utilizadas em testes em ratos foram baseadas na conversão de dose humano-

animal (Nair e Jacob, 2016b). Nifedipina 7 mg/kg (6,83 ± 1,40), ácido mefenâmico 90 

mg/kg (0,33 ± 0,21) e escopolamina 3,5 mg/kg (9,33±0,49) apresentaram diferença 

significativa no número de contorções quando comparados ao veículo (fig. 7B). O 

tratamento oral com LIO na dose de 10 mg/kg associado à nifedipina 0,7 mg/kg, 

escopolamina 0,35 mg/kg ou ácido mefenâmico 9 mg/kg reduziu o número de 

contorções abdominais induzidas pela ocitocina (3,33 ± 0,95, 13,5 ± 0,95 e 2,50 ± 0,61 

respectivamente), mostrando diferenças significativas em relação ao veículo (24,33 ± 

0,88) (Fig. 7C). 
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Fig. 7. Efeito inibitório do óleo essencial de L.insignis (LIO) nas contorções abdominais 

induzidas por ocitocina. Veículo, cremóforo a 3% diluído em solução salina a 0,9%. Todos os 

dados são 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 comparações múltiplas de Dunn) quando comparado ao Veículo; B, 

camundongos foram tratados por via oral; *representa os efeitos significativos (p<0,05,teste de 

Mann-Whitney) quando comparado ao Veículo; C, camundongos foram tratados por via oral; as 

análises estatísticas foram realizadas pelo teste de Mann-Whitney; *efeito significativo (p<0,05) 

quando comparado ao Veículo; #efeito significativo (p<0,05) quando comparado com 

nifedipina ou escopolamina, respectivamente, sem tratamento com LIO. 
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4 DISCUSSÃO 

 

A partir da analise química dos componentes do óleo essencial da espécie Lippia 

insignis Moldenke, foi possível identificar o monoterpeno timol como componente 

majoritário, seguido γ-terpineno, p-cimeno, E-ocimenona, β-mirceno e mircenona sendo 

os constituintes como potenciais marcadores sobre os possíveis efeitos do LIO em 

modelos farmacológicos. 

Entre muitos constituintes, o timol, quimicamente conhecido como 2-isopropil-

5-metilfenol, é um fenol monoterpeno aromático e é abundantemente encontrada em 

varias plantas aromática. Conforme Oliveira et al., (2019) um estudo realizado de 

caracterização química do óleo essencial de L. insignis Moldenke em diferentes épocas 

de colheita, demonstrou a presença do timol como o componente majoritário. Com 

relação à sua atividade biológica, 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-inflamatórias, atividade cicatrizante, 

antinociceptiva e anestésica (Chauhan et al., 2014; Haeseler et al., 2002; Riella et al., 

2012; Mendes et al., 2010).  

Em uma revisão realizada por Ombito et al., (2014), sobre a composição química 

de algumas espécies do gênero Lippia, indica um grande potencial para atividades 

biológicas dos óleos essenciais dessas espécies, como fontes alternativas para aplicações 

na medicina e em outras áreas. 

A L. insignis Moldenke (Verbenaceae) é uma espécie silvestre endêmica da 

região da Chapada Diamantina e encontra-se em estado vulnerável devido aos impactos 

das ações do ser humano sobre o ambiente, de forma exploratória, na região (Salimena 

and Múlgura, 2015). Assim como a maioria das espécies do seu gênero, L. insignis 

Moldenke é uma planta aromática, rica em óleo essencial composto por terpenos. Em 

relação ao Conhecimento etnobotânico, as espécies deste gênero são bastante utilizadas 

em todo o mundo como alimentos, bebidas, temperos e remédios; sendo grande parte 

das aplicações medicinais para problemas relacionados às queixas respiratórias, 

infecções pulmonares, tosse, resfriado e asma (Pascual et al., 2001). 

Apesar do amplo uso de plantas medicinais voltado para a saúde em países em 

desenvolvimento, existem poucas informações sobre as propriedades toxicas das plantas 

medicinais (Araújo et al., 2017; Saad et al., 2006). Até no momento, nenhum estudo 
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sobre a toxicidade do óleo essencial da L. insignis Moldenke foi realizado. Assim, o 

presente estudo foi conduzido para avaliar sua toxicidade.  

A mortalidade, alterações fisiológicas, aumento ou diminuição do consumo de 

ração e água e aumento do peso relativo dos órgãos, são critérios importantes na 

avaliação toxicológica (Asare et al., 2012). A administração do LIO, na dose 2g/kg, não 

apresentou nenhum efeito tóxico. A partir do teste realizado, foi possível estabelecer 

uma dose limite segura para os testes farmacológicos subsequentes. 

Alguns autores sugerem que substâncias que modificam a atividade locomotora 

podem atuar no teste de campo aberto fornecendo informações sobre as substancias 

(Silva et al., 2007). O teste do campo aberto é usado para avaliar não 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 clássico usado para avaliar efeitos das 

drogas na atividade motora. Dessa forma o LIO nas doses 10, 30, 100 mg/kg não 

reduziu o número de reerings e grooming e nem houve alterações nos parâmetros 

motores (número de ambulação e tempo de imobilidade), indicando que o tratamento 

com LIO não promove efeito sedativo ou depressor sobre o sistema nervoso central dos 

animais. 

O teste rota-rod trata-se de um modelo experimental clássico proposto para 

avaliar a coordenação motora ou bloqueio neuromuscular periférico (Estrada-Reyes et 

al., 2014; Martínez-Vázquez et al., 2012). Animais em condições normais, sem 

influência de substâncias que alteram o sistema nervoso central, podem ser mantidos 

por um longo período de tempo sobre a barra giratória. Assim, a partir do número de 

quedas esse teste é capaz de detectar danos neurológicos mínimos, tais como ataxia e 

sedação (Marques et al., 2014). Nossos achados mostraram que o LIO (10, 30 e 100 

mg/kg), diferente do diazepam (2,5 mg/kg), não teve modificações  na coordenação 

motora dos animais no teste rota rod. Dessa forma o LIO não promoveu alterações na 

coordenação motora dos animais. 

É importante ressaltar que as comunidades tradicionais da Chapada Diamantina 

usam as plantas para o tratamento de várias doenças, incluindo cólicas menstruais. 

Como nossos dados mostraram nenhuma toxicidade do LIO sobre os parâmetros 

fisiológicos e no sistema nervoso central do LIO, realizamos uma avaliação 
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espasmolítica para avaliar o potencial de relaxamento do músculo liso uterino in vitro, 

evidenciando os usos tradicionais dessa planta.  

Os resultados obtidos demonstraram que LIO apresentou efeito espasmolítico 

significativo, apresentando a capacidade de reduzir contrações, independentemente do 

agente contraturante utilizado. O LIO foi capaz de promover o relaxamento dos cornos 

uterinos isolados de rata pré-contraída com carbacol ou ocitocina ou cloreto de potássio, 

de uma maneira dependente da concentração.  

Em útero de ratas e camundongas, a ocitocina e o carbacol causam uma resposta 

no útero, sendo que a contração inicial é desencadeada pela liberação de íons cálcio 

(Ca
2+

) armazenados nas células, via IP3. Já a contração sustentada resulta da entrada de 

íons cálcio (Ca
2+

) pelos canais de cálcio voltagem-dependentes (CaV). A abertura desses 

canais CaV é facilitada pela despolarização da membrana, impulsionada por uma 

interação entre fármacos e o processo eletromecânico. 

A primeira etapa da contratilidade uterina é a ligação do agonista na proteína 

Gαq/11 se liga à fosfolipase C-β, iniciando toda a cascata de estimulação do inositol-

tris-fosfato e diacilglicerol. Essa estimulação inicia a saída de Ca 
2+

 dos estoques 

intracelulares, uma vez que ocorre a liberação de cálcio intracelular, a contração 

muscular é iniciada (Arrowsmith and Wray, 2014; Soboll et al., 2006).  

Portanto, a ação relaxante do LIO foi não específica para os receptores, 

sugerindo que seu mecanismo de relaxamento não está ligado a um antagonismo 

competitivo nos receptores muscarínicos ou ocitocinas, o que indica a necessidade de 

explorar outros alvos importantes. Consequentemente, uma série de experimentos foi 

conduzida empregando bloqueadores farmacológicos em útero isolado de rata 

previamente contraído com carbacol, a fim de elucidar o possível mecanismo de ação 

relaxante do LIO. 

Já é descrito na literatura que substâncias ativadoras de canais de K
+
 relaxam a 

musculatura lisa, uma vez o efluxo de potássio leva à repolarização da membrana 

plasmática, responsável pela manutenção do potencial de repouso da membrana. A 

repolarização 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 potássio compreendem um grupo de proteínas que contribuem 

significativamente para a quiescência uterina. Nas células musculares lisas do 
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miométrio, os mais abundantes e bem estudados incluem KCa, KV, Kir e 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 regulação do tônus 

uterino (Brainard et al., 2007; Chan et al., 2014). Diante disso, resolveu-se avaliar uma 

possível participação dos canais de K
+
 na ação tocolítica do LIO. 

Nesse sentido, o efeito LIO foi alterado na presença do CsCl, um bloqueador de 

Kir, indicando que esse canal para K
+
 pode estar relacionado ao mecanismo de 

relaxamento de LIO no útero de ratas. Dentro da superfamília dos canais de potássio, os 

canais de potássio retificadores internos (Kir) representam bons candidatos para a 

regulação do potencial de repouso da membrana (Crankshaw et al., 2017; McCloskey et 

al., 2014). Os canais de potássio retificadores internos são responsáveis por manter o 

potencial de membrana hiperpolarizado durante a quiescência uterina. Sem esse impulso 

hiperpolarizante, o útero se torna mais excitável (Smith et al., 2007). 

A ativação de receptores adrenérgicos está ligada a diferentes vias de transdução 

de sinal e produção de segundos mensageiros, que podem levar a uma interação 

intracelular destas substâncias produzindo alterações na resposta celular. Isto ocorre 

principalmente com agonistas não seletivos α-adrenérgico e β-adrenérgico ou 

hormônios que se ligam a diferentes receptores (Engelhardt et al., 1997; Jana and Całka, 

2021; Neto et al., 2006). 

Uma via de sinalização fundamental para a manutenção do relaxamento do 

miométrio é a via dependente de AMPc/PKA do AMPc. Enquanto os agonistas do 

receptor β2-adrenérgico estimulam a produção de AMPc no miométrio, o que os torna 

uma escolha frequente no tratamento do parto prematuro, dismenorreia e pré-eclâmpsia, 

as fosfodiesterases locais (PDE) garantem o término do sinal através da degradação do 

AMPc em 5'-AMP inativo (Houslay and Adams, 2003). Dito isso, os resultados 

constataram que a curva de relaxamento, na presença dos bloqueadores proponolol e 

fentolamina, não alterou os efeitos relaxantes do LIO em preparações de útero isolado 

de rata, sugerindo que o mecanismo de ação do LIO não envolve a ativação de 

receptores adrenérgicos. 

Uma via que também pode levar ao relaxamento, é ativação da via de óxido 

nítrico (NO)/guanilato ciclase solúvel (sGC)/monofosfato de guanosina cíclico (cGMP). 

No trato genital feminino, a molécula de óxido nítrico é sintetizada pelo endométrio, 

miométrio e placenta, apresentando envolvimento na regulação da fisiologia menstrual e 
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na quiescência uterina durante o período gestacional (Chwalisz and Garfield, 2000; 

Maul et al., 2005). 

No musculo liso uterino, o NO ativa a guanilil ciclase solúvel (sCG), que por sua 

vez cliva e cicliza a guanosina trifosfato (GTP) em guanonisa monofosfato cíclico 

(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 presença do 

L-NAME, que atua inibindo a produção de óxido nítrico (NO), o LIO não apresentou 

diferença significativa em relação ao seu efeito sem o bloqueador. Isso sugere que o 

LIO não modula os níveis de NO para relaxar o útero isolado de ratas. 

O azul de metileno, um inibidor não específico, pode inibir a guanilil ciclase 

solúvel no útero, levando ao aumento da contração muscular, o que pode ser útil em 

casos como sangramentos uterinos ou aborto induzido. No entanto, ele não afetou o 

efeito relaxante do LIO, sugerindo que o LIO modula o relaxamento uterino de forma 

independente da ativação da guanilil ciclase solúvel, devido à inibição parcial da sGC 

pelo azul de metileno (Hwang et al., 1998). Portanto, realizamos uma pré-incubação das 

tiras uterinas com ODQ, um bloqueador específico da guanilil ciclase solúvel (sGC). O 

efeito do LIO não foi afetado, o que sugere que a ativação da sGC não é necessária para 

o relaxamento da musculatura uterina (Buxton et al., 2001). 

As fosfodiesterases são enzimas específicas que hidrolisam nucleotídeos 

cíclicos, determinando assim sua atividade. O equilíbrio entre as atividades de enzimas 

geradoras (nucleotídeos ciclases) e enzimas degradantes (fosfodiesterases) determina a 

atividade de fatores reguladores que afetam a atividade do órgão 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 regulação do tônus miometrial. A aminofilina, um inibidor não seletivo da 

PDE, bem conhecido por suas propriedades broncodilatadoras, foi utilizado como 

ferrramenta farmacológica (Lugnier, 2006; Schmitz et al., 2007). Observa que 

aminofilina não alterou o efeito relaxante do LIO tanto na ausência quanto na presença 

da aminofilina sugerindo que a via dos nucleotídeos cíclicos PDEs não está envolvida 

no efeito relaxante induzido pelo LIO.  

Na ausência de cálcio extracelular, a contração do músculo liso envolve a 

liberação de íons de cálcio a partir dos estoques intracelulares do retículo 

sarcoplasmático (RS), que é ativada por receptores presentes na membrana do RS. Essa 
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ativação pode ocorrer através dos receptores de rianodina (RyR) (Lanner et al., 2010) e 

receptores de trisfosfato de inositol (IP3Rs), que medeiam o enfluxo de Ca
2+

 do RS para 

o citoplasma da célula (Vervloessem et al., 2015). Com resultado, observou-se que o 

LIO reduziu as contrações evocadas pelo carbacol em meio sem Ca
2+

, indicando uma 

provável inibição da liberação de Ca
2+

 dos estoques intracelulares (Fig. 05 A). Diante da 

descoberta, decidiu-se realizar uma investigação sobre a contribuição dos receptores de 

inositol 1,4,5 trisfosfato (IP3R). 

A contração muscular lisa é um processo complexo que envolve a ativação de 

várias vias de sinalização. Uma delas é a via do inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) que é uma 

molécula sinalizadora importante que desempenha um papel na contração da 

musculatura uterino. Sabe-se que a liberação de íons Ca
2+

 dos estoques intracelulares, 

pode ser produzida pela ativação de receptores de membrana (IP3R), fazendo com que o 

influxo de cálcio ocorra levando à liberação de Ca
2+

 do retículo sarcoplasmático 

(Berridge et al., 2000). Portanto, a pré-incubação da heparina, um bloqueador dos 

receptores IP3R, observou-se que o relaxamento promovido pelo LIO não foi alterado 

significativamente (Fig.05B), indicando que os canais para IP3R ativados pelo inositol 

1,4,5-trisfosfato provavelmente não estão envolvidos no seu efeito. 

A capacidade relaxante do LIO foi evidenciada por meio de estudos que 

empregaram úteros isolados de ratas. Com base nessas descobertas, o foco da 

investigação se voltou para examinar o papel do LIO em um modelo de dismenorreia 

primária, que se caracteriza por dor abdominal. 

A dor observada na dismenorreia primária é atribuída à elevação ou anormal 

atividade uterina, caracterizada pela liberação de mediadores químicos, especialmente 

as prostaglandinas uterinas (Chen et al., 2013; Pan et al., 2014). A origem da 

dismenorreia está associada aos níveis séricos elevados de prostaglandina F2α (PGF2α), 

e leucotrienos, promovendo não apenas a intensa contração miometrial, mas também a 

vasoconstrição, resultando na liberação subsequente de citocinas (Chen et al., 2014; 

Deligeoroglou et al., 2006; Yang et al., 2015). 

Portanto, há um crescente interesse na pesquisa para prevenção e tratamento da 

dismenorreia primária. Os anti-inflamatórios não esteróides (AINEs), antiespasmódicos 

e os contraceptivos hormonais são a escolha comum para o tratamento da dismenorreia 

primaria com alívio da dor e efeitos analgésicos, mas também podem causar dores de 

cabeça, náuseas, úlceras intestinais e anomalias plaquetárias (Chiang et al., 2020). 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/membrane-receptor
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O modelo de contorções abdominais in vivo, induzida por ocitocina é utilizado 

para avaliar as contorções uterinas, o que é relevante no estudo da dismenorreia 

primária (Li et al., 2019). A dose de 100 mg/kg do LIO promoveu a redução 

estatisticamente significativa nas contorções abdominais induzidas pela ocitocina, em 

comparação ao grupo veículo. Esta ação provavelmente está relacionada à presença do 

monoterpenos como o timol componente majoritário, que foram identificados das partes 

aéreas das plantas através da análise por GC/FID e GC/MS (Tabela 01). Foi relatado 

que o timol possui efeito antiinflamatório, antiespasmódico entre outras atividades 

(Premrov Bajuk et al., 2022), quando utilizado individualmente. Considerando que a 

origem da dismenorreia primária está relacionada à produção e liberação de 

prostaglandinas (PGs) no músculo liso uterino (Li et al., 2019) é plausível que esses 

compostos químicos exerçam seus efeitos por meio da interação com os receptores de 

PG. 

Com base nos dados apresentados na Figura 7B, os três medicamentos testados 

demonstraram efeito na redução das contorções abdominais induzidas pela ocitocina 

quando comparados ao grupo controle do veículo. O grupo tratado com acido 

mefenâmico (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 continuação dos estudos.  

NIF atua no útero bloqueando os canais de Ca
2+

 e impedindo o influxo desse íon 

para o meio intracelular, resultando na ausência de contração 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 contrações uterinas. Após 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 veículo. Conforme indicado pelos nossos 

resultados, a associação de nifedipina oral com LIO resultou em uma diminuição no 

número de contorções em comparação ao tratamento exclusivo com nifedipina. A 

nifedipina é geralmente bem tolerada em mulheres com contrações uterinas prematuras, 

sendo dor de cabeça, rubor e inchaço os efeitos colaterais mais comuns (Ibrahim et al., 

2021). É possível que a associação da dose de LIO de 10 mg/kg com nifedipina 0,7 

mg/kg resulte na atenuação dos efeitos colaterais da nifedipina. 
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O tratamento hoje em dia para dismenorreia primaria baseia-se no uso de anti-

inflamatórios não esteroides (AINEs), como o ácido mefenâmico que exerce sua ação 

principalmente através da inibição da ciclooxigenase impedindo a formação 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 ácido mefenâmico 

apresentou efeito significativo quando comparado ao grupo veículo.  

A escopolamina é classificada como substancia anticolinérgica que agem nos 

receptores muscarínicos inibindo os efeitos da acetilcolina, sendo considerada como 

antagonista não seletivo o que pode aliviar cólicas menstruais (Lakstygal et al., 2018). 

Quando empregada a escopolamina, nossos resultados mostraram que a combinação 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 veículo, mostrando que os 

receptores muscarínicos podem influenciar o efeito de LIO no número de contorções. 

Após seleção das subdoses, e de acordo com os dados apresentados pode-se observar 

que a associação do LIO com a subdose dos três medicamentos testados em doses 

subterapêuticas demonstrou efeito estatisticamente significativo na redução das 

contorções abdominais induzidas pelo ocitocina, quando comparado ao grupo controle 

veículo.  Uma estratégia para mitigar os efeitos adversos é o uso de técnicas combinadas 

de medicamentos fixos, possibilitando a redução das doses administradas e, por 

conseguinte, diminuindo a incidência de efeitos adversos. 

 
 
 

5 CONCLUSÃO 

 

Verificou-se que o óleo essencial de Lippia insignis (LIO) possui atividade 

tocolítica em úteros isolados, sendo capaz de reduzir as contrações, reduzindo 

principalmente as contorções sem afetar a coordenação motora ou a mobilidade dos 

animais. Além disso, o LIO não apresentou toxicidade oral em dose única. Este estudo 

também demonstrou que o LIO reduziu potencialmente o número de contorções 

abdominais, indicando que o LIO pode ser útil no tratamento da dismenorreia primária. 

A combinação de dose fixa de LIO associada a doses subterapêuticas de três 

medicamentos utilizados na terapia antidismenorréica indica uma possível solução para 

minimizar os efeitos adversos desses medicamentos. Essa atividade do LIO pode ser 
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atribuída ao timol, que é o principal constituinte do LIO, e foram relatados seus efeitos e 

constituintes antiinflamatórios e analgésicos, que apresentam atividade farmacológica 

na musculatura lisa de diferentes órgãos. 
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RESUMO 

O gênero Lippia é bastante utilizado na medicina popular para o tratamento de 

indigestão, diarreia, cólicas menstruais e inflamações uterinas devido às suas 

propriedades farmacológicas, mas, muitas espécies carecem de estudos elucidativos a 

respeito de suas propriedades. Objetivo: investigar o efeito do óleo essencial de Lippia 

lasiocalycina Cham (LLO), nas atividades espasmolítica, antidismenorreico em 

roedores. Métodos: Nos ensaios de toxicidade dose única administrou LLO na dose de 

2.000 mg/kg por via oral. Para avaliar a coordenação motora e a mobilidade, foram 

utilizados os testes rota-rod e campo aberto, respectivamente. Avaliou o efeito 

espasmolítico por meio de ensaios in vitro com útero isolado de ratas. A dismenorreia 

foi estabelecida pela injeção de cipionato de estradiol em camundongas fêmeas. 

Resultados: No estudo de toxicidade em dose única, a administração de 2.000 mg/kg de 

LLO não apresentou sinais clínicos de toxicidade ou óbitos. Os testes de coordenação 

motora e mobilidade não revelaram efeitos adversos. Na presença de agonistas, o LLO 

relaxou o útero de rata pré-contraída com OCT (logCE50= 2,32±0,06 μg/mL), CCh 

(logCE50= 2,33±0,07 μg/mL) e KCl 60 mM (logCE50= 2,91±0,23 μg/mL) reduziu as  

contrações, independentemente do agente contraturante utilizado. A pré-íncubação de 

bloqueadores 4-AP, CsCl, GLIB, TEA, propranolol, fentolamina, L-NAME, azul de 

metileno, ODQ e heparina não alterou significativamente o efeito relaxante do LLO. Já 

na presença de aminofilina houve diferença significativa entre os valores das logCE50, 

quando comparado com o LLO sem os bloqueadores. A pré-incubação com LLO em 

meio livre de Ca
2+

 nas concentrações de 27 µg/mL ou 81 µg/mL reduziu a contração 

induzida pelo carbacol. No modelo in vivo de dismenorreia observou-se que o 

tratamento por via oral do LLO na dose de 100 mg/kg foi capaz de promover uma 

redução estatisticamente significante. Já o tratamento do LLO 10 mg/kg associado com 

a subdose de escopolamina 0,35 mg/kg, nifedipino 0,7 mg/kg ou ácido mefenâmico 9 

mg/kg inibiu as contorções em camundongos. Conclusão: Constatou-se que o LLO não 

apresenta toxicidade, possui atividade tocolítica em útero isolado de rata. No modelo in 

vivo, observou-se que o tratamento com LLO reduziu o número de contorções 

abdominais induzidas pela ocitocina em camundongos fêmeas, indicando que o LLO 

pode ser potencialmente útil no tratamento da dismenorreia primária, apoiando o uso 

desta planta no tratamento de cólica. 

 
 

Palavras-chave: Planta medicinal; Tocolítica; Útero; Dismenorreia 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A menstruação é um ciclo fisiológico 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 diária normal. Por outro lado, a dismenorreia é uma queixa ginecológica 

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; Fernández-Martínez et al., 2018).  

A fisiopatologia da dismenorreia primária não está completamente esclarecida. 

Uma das teorias para explicar é a superprodução de prostaglandinas uterinas (PGs), que 

intensifica as contrações uterinas normais (Iacovides et al., 2015). 

Devido à etiologia da dismenorreia primária baseada em PGs, os atuais agentes 

farmacológicos de primeira linha para o tratamento da dismenorreia primária incluem 

anti-inflamatórios não esteroides (AINEs) e contraceptivos hormonais (Kho and 

Shields, 2020), podendo gerar efeitos adversos em longo prazo envolvendo os 

transtornos hepáticos, sistema gastrointestinal e renal (Chou et al., 2016; Drini, 2017; 

Utzeri and Usai, 2017). Dessa forma, existe uma clara necessidade de investigação de 

processos, mecanismos e moléculas que venham auxiliar no controle da doença, 

atenuando esses distúrbios.   

Diante das reações provocadas com o uso dos medicamentos anti-inflamatórios, 

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 obtenção de novos fármacos disponíveis no mercado.  

O gênero Lippia, com espécies ricas em óleos essenciais, é amplamente utilizado 

como relaxante muscular e para o tratamento de bronquite, tosse e resfriados. Diversos 

estudos das mais diversas áreas do conhecimento estão confirmando as propriedades 

terapêuticas já explanadas pela medicina popular (de Albuquerque et al., 2007). 

Considerando a escassez de dados científicos e o crescente interesse 

farmacológico, este estudo tem como objetivo investigar a atividade espasmolítica do 

óleo essencial de Lippia lasiocalycina Cham (Verbenaceae) (LLO) em útero isolada de 

ratas, direcionando sua aplicação para o tratamento da dismenorreia.  
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2. MATERIAL E MÉTODOS  

2.1 Material vegetal e extração do óleo essencial 

Partes aéreas de L. lasiocalycina Cham. (HUEFS 240988, SISGEN Cadastro nº 

A1C1DEB) foram coletadas durante a manhã, 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 nível do mar, com temperatura média anual de 

24°C e uma taxa de precipitação média de 848 mm por ano.  

A planta foi seca à temperatura ambiente até peso constante (aproximadamente 

72h). Os óleos essenciais foram obtidos por hidrodestilação, em triplicata, com algumas 

modificações (Silva et al., 2016). Resumidamente, 100g de folhas moídas foram 

extraídas com 1000 mL de água por 3h em aparelho tipo Clevenger. O óleo extraído foi 

seco com sulfato de sódio anidro. O rendimento da extração foi calculado em mL de 

óleo por 100 g de material seco. Um analisador de umidade (Série ID Marte® Versão 

1.8) foi utilizado para determinar o teor de água residual das folhas secas. O óleo 

coletado foi então armazenado em frascos lacrados a -20 °C e protegido da luz com 

papel alumínio após análise (LAPRON). 

2.2 Determinação da composição do óleo essencial 

O óleo essencial foi analisado por cromatografia gasosa com detecção por 

ionização de chama (GC/FID) e cromatografia gasosa-espectrometria de massa 

(GC/MS), conforme Silva et al., (2016), com algumas modificações. Amostras (20 mg) 

foram diluídas em 1mL de acetato de etila e 1μL do volume foi injetado. A análise 

quantitativa foi realizada em um modelo Shimadzu® CG-2010, com detector FID e 

coluna Rtx-5 (30 m × 0,25 mm de diâmetro interno, filme de 0,25 μm). 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 então mantida 

por 20 min. O gás de arraste foi o hélio a uma vazão de 1 mL/min, em modo split na 

proporção de 1:20. Os resultados são expressos em porcentagem relativa de cada 

constituinte, calculada pela normalização das áreas dos picos cromatográficos. 

A análise 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 (30m×0,25mm×0,25μm). A porta do injetor foi aquecida a 220°C e as injeções 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/sodium-sulfate
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/martes
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/acetic-acid-ethyl-ester
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foram realizadas em modo split na proporção de 1:50. A temperatura do forno foi 

programada para 60°C com aumento de 3°C/min até 240°C, sendo então mantida por 20 

min. O gás de arraste foi o hélio a um fluxo constante de 1mL/min. A temperatura da 

fonte de ionização foi mantida em 240°C, a energia de ionização em 70 eV e a corrente 

de ionização em 0,7kV. Os índices de retenção dos compostos separados foram 

determinados com base em uma série homóloga de n-alcanos (C8-C24). A identificação 

dos constituintes foi realizada por comparação de índices de retenção (índices de 

Kovats) com dados da literatura (Adams, 2017) e por correspondência de massa 

espectral com bibliotecas do Instituto Nacional de Padrões e Tecnologia (NIST21 e 

NIST107). 

2.3 Animais 

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Uso de Animais da Universidade Federal do Vale do São Francisco (CEUA-UNIVASF) 

sob o número 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 fêmeas 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 iluminação de 12 horas de claro e 12 horas de 

escuro. Receberam ração (LABINA, Purina do Brasil Ltda, Brasil) e água 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, o LLO na dose de 2000 mg/kg (n=5) foi administrado por 

gavagem, paralelamente, um grupo, com o mesmo número de animais, foi tratado com 

veículo (salina e 3% cremofor 0,1 mL/10g/v.o). Os animais foram observados 

periodicamente durante as primeiras 24 horas (30, 60, 90, 120, 240, 480 e 720 minutos) 

após o tratamento e depois uma vez ao dia durante 14 dias. Ao final do período de 

observação, todos os animais foram anestesiados (xilazina 10–15 mg/kg e cetamina 

100–150 mg/kg) e os órgãos (coração, baço, fígado, estômago, pâncreas e rins) foram 

removidos, pesados e examinado macroscopicamente. Também avalou outros 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/ionization-energy
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parâmetros, como peso corporal, ingestão alimentar e hídrica, diariamente, ao longo do 

estudo ((OECD), 2008; Agência de Vigilância Sanitária, 2013). 

2.5 Teste do campo aberto 

Os animais foram tratados com veículo (salina, 10 mL/kg, v.o.), LLO (10, 30 e 

100 mg/kg, v.o.) ou diazepam (2,5 mg/kg, i.p.) e 30 min após o tratamento cada 

camundongo fêmea foi colocado no centro do campo aberto área e permitido explorá-la 

por 5 min. Durante a sessão de teste de 5 min, foram avaliadas as variáveis de latência 

de movimento da atividade locomotora, número total de cruzamentos, o número total do 

levantar, número de auto-limpeza e o tempo em que os animais permaneceram parados. 

Limpou a área do campo aberto com uma solução de etanol a 5% e deixou secar depois 

de testar cada animal (Prut and Belzung, 2003) 

2.6 Teste da barra giratória (rota-rod) 

Nesse teste, os animais foram pré-selecionados em uma sessão 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 solução salina 0,9% 

(10 mL/kg, v.o), LLO (10, 30 e 100 mg/kg, v.o) ou diazepam (2,5 mg/kg, i. p.). Trinta 

minutos após o tratamento, os animais foram colocados com as quatro patas na barra, e 

o número de queda no rota-rod foram avaliados por 3 min nos tempos de 30, 60 e 120 

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

2.7 Preparação de tecido 

Os animais foram tratados 48h antes do início dos experimentos com cipionato 

de estradiol (1 mg/kg. por via subcutânea) para indução do estro. Após, foram 

eutanasiados por deslocamento cervical e os cornos uterinos foram excisados e abertos 

longitudinalmente para obtenção de 4 tiras de tecido uterino de 1 cm de comprimento. 

Em seguida, os segmentos foram colocados individualmente em um banho de órgãos de 

10 ml contendo a solução nutritiva Ringer-Locke (NaCl 154,0 mM, KCl 5,63 mM, 

CaCl2.2H2O 2,16 mM, Glicose 5,5 mM e NaHCO3 11,9 mM) aerada com mistura 

carbogênica (95 % de O2 e 5 % de CO2) a 32°C e pH 7,4. Cada corno uterino foi 

conectado a um transdutor isométrico (Panlab, Cornellà, Barcelona, Espanha) sob uma 
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tensão basal isotônica de 1g e deixado equilibrar por pelo menos 45 minutos, enquanto 

era lavado com uma nova solução de Ringer-Locke a cada 15 minutos. 

2.8 Atividade espasmolítica no útero isolado de rata 

Após o período de estabilização de 45 minutos duas contrações foram induzidas 

por 1µM de CCh ou 10
-2 

UI/mL de OCT ou 60 mM de KCl. Durante a fase tônica 

sustentada da segunda resposta, o LLO, foi cumulativamente adicionado a cuba, em 

concentrações crescentes (1, 3, 9, 27, 81, 243 e 729 µg/mL), com um intervalo de 5 

minutos entre cada adição. Além disso, um grupo experimental não foi submetido a 

agentes contraentes para verificar o efeito do LLO no tônus basal do órgão. Por fim, foi 

observado se os órgãos responderam à contração ao final do experimento. O LLO foi 

diluído em solução de cremophor EL 3% em água destilada e este veículo foi 

desprovido de efeito relaxante (dados não mostrados). 

2.9 Análise do mecanismo de ação 

Para estudar o possível mecanismo relaxante do LLO, as preparações uterinas 

foram montadas conforme descrito anteriormente e contraídas com CCh 1 μM na 

ausência ou presença de cloreto de césio (CsCl, 5 mM), um bloqueador não seletivo dos 

canais para K
+
 (Zhou et al., 1996), tetraetilamônio (TEA, 5 mM), um bloqueador dos 

canais para potássio ativados pelo Ca
2+

 (K
ca

) (Khan et al., 2001), 4-aminopiridina (4-

AP, 1 mM), um bloqueador dos canais para potássio abertos por voltagem (Kv) 

(Aaronson et al., 2006) ou glibenclamida (GLI, 1 µM), um bloqueador dos canais para 

potássio sensíveis ao ATP (KATP) (Hughes and Hollingsworth, 1997), propranolol 

(PRO, a 10 µM), um antagonista β-adrenérgico; fentolamina (PHE, a 1 µM), um 

antagonista α-adrenérgico (Fanning et al., 2017), Nω-nitro-L-arginina metil éster (L-

NAME, 100 μM), inibidor do óxido nítrico sintase (Munglue et al., 2013), azul de 

metileno (MB, 1µM) inibidor não seletivo da guanilil ciclase solúvel (Evora, 2016; 

Naseri et al., 2008), 1H-[1, 2, 4] oxadiazolo [4, 3-A] quinoxalina-1-ON (ODQ, 10 μM), 

inibidor seletivo da guanilil ciclase solúvel (Garthwaite et al., 1995) ou aminofilina 

(AMI, 1 μM) inibidor da fosfodiesterases (Hirsh et al., 2004; Lai et al., 2021), e 

heparina (HEP, a 10 μM), um bloqueador dos receptores de inositol 1,4,5-trifosfato 

(IP3R) (Song et al., 2015). Após o período de estabilização, o LLO foi adicionado 

cumulativamente (1–729 μg/mL) a cada preparação. 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/distilled-water
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Para avaliar a influência da liberação de Ca
2+

 dos estoques intracelulares, duas 

contrações foram induzidas com CCh 10 µM em meio livre de Ca
2+

 e, antes da segunda 

contração, as preparações foram pré-incubadas por 20 min com água destilada ou LLO 

(9, 27, ou 81 µg/mL). As contrações evocadas pelo carbacol foram comparadas antes e 

após a adição do LLO. 

2.10 Efeito da LLO na contorção abdominal de camundongos fêmeas em modelo 

de dismenorreia primária 

Utilizou-se camundongos fêmeas virgens que foram agrupadas (n=6) e mantidas 

com injeção de cipionato de estradiol 1mg/kg/dia por via intraperitoneal (i.p) durante 3 

dias consecutivos. No 4º dia os animais foram tratados por via oral (v.o) de acordo com 

o grupo experimental: veiculo (3% cremophor diluído em 0,9% NaCl), grupo teste 

(LLO 10, 30 ou 100 mg/kg) ou controle positivo (ácido mefenâmico 90 mg/kg). Após 

60 minutos do tratamento, os animais receberam uma injeção i.p. de 0,4 UI/mL de 

ocitocina, e o número de contorções abdominais (caracterizada por contorção da parede 

abdominal, rotação 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 contorções abdmonial de 

camundongos fêmeas em  modelo de dismenorreia primária 

Camundongos fêmeas virgens foram pré-tratados com cipionato de estradiol 

(1mg/kg/dia) por via intraperitoneal por 3 dias consecutivos. Os grupos foram então 

divididos (n=6) e no 4º dia, os animais foram tratados por via oral de acordo com os 

grupos experimentais: veículo (3% cremophor diluído em 0,9% NaCl), escopolamina 

3,5 mg/kg, nifedipina 7 mg/kg, ácido mefenâmico 90 mg/kg, escopolamina 0,35 mg/kg, 

nifedipina 0,7 mg/kg ou ácido mefenâmico 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 + 

ácido mefenâmico 9 mg/kg. A dosagem dessas drogas foi estimada de acordo com a 

dose equivalente humana estabelecida por (Nair and Jacob, 2016a). Após 60 min de 

tratamento, os animais receberam ocitocina por via intraperitoneal (0.4 UI/mL), e o 

número de contorções abdominais foi registrado nos 30 min subsequentes (Yang et al., 

2015). 
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2.12 Investigação do possível mecanismos de ação do LLO em modelo de 

dismenorreia primária 

Para avaliar o possível mecanismo de ação envolvido na atividade 

antidismenorreica do LLO, os camundongos foram pré-tratados com glibenclamida (20 

mg/kg, v.o.), bloqueador dos canais K
+

ATP (Piper et al., 1990), propranolol (20 mg/kg, 

v.o.) um antagonista β-adrenérgico (Direkvand-Moghadam et al., 2014), Nω-nitro-

Larginina (70 mg/kg, v.o.), inibidor da síntese de óxido nítrico (Tiboni and Giampietro, 

2000) ou Azul de metileno (50 mg/kg, v.o.) um inibidor não específico da guanilil 

ciclase solúvel (Tiboni et al., 2001), 30 min antes da administração do LLO (10 mg/kg, 

v.o.). Após 60 min de tratamento, os animais receberam ocitocina por via intraperitoneal 

(0.4 UI/mL), e o número de contorções abdominais foi registrado nos 30 min 

subsequentes (Yang et al., 2015). 

2.13 Análise de dados e estatística 

A exposição dos resultados foi como média ± erro padrão da média (E.P.M). n 

representa o número de experimentos realizados ou quantidade de animais por grupo 

experimental. Os valores de CE50 foram calculados por logCE50 (µg/mL). Diferenças 

entre as médias foram comparadas usando o teste t de Student não-pareado, análise de 

variância uma via (ANOVA one-way) com pós-teste de Dunnett’s ou análise de 

variância duas vias (ANOVA two way) seguido pelo pós-teste de Holm-Sidak, sendo as 

diferenças consideradas significantes quando o valor calculado de p foi menor que 0,05 

(*p<0,05). Para análises estatísticas e produção dos gráficos utilizou-se o software 

GraphPad Prism


 versão 6.00 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, USA). 

 

3 RESULTADOS  

3.1 Análise da composição química do óleo essencial 

A analise química do óleo essencial das partes áreas da planta revelou a presença 

25 componentes que foram caracterizados por GC/MS, representando 93,08% do total 

de componentes de óleo detectados, os quais estão listados (Tabela 1), com sua 

composição percentual e índices de retenção. Os principais componentes foram: E-

ocimenona (32,35±2,60%), β-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 possíveis efeitos do LLO em modelos farmacológicos. 

 

Tabela 1. Composição do óleo essencial de L. lasiocalycina por CG-EM. 

Composto IAlit IAcalc Média ±   DP 

α-tujeno 924 928 0.29 ± 0.05 

α-pinene 932 931 0.21 ± 0.07 

sabinene 969 977 0.93 ± 0.05 

β-mircene 988 992 24.53 ± 1.26 

α-terpinene 1014 1021 0.91 ± 0.12 

p-cimeno 1020 1031 5.89 ± 0.39 

limonene  1024 1034 0.33 ± 0.06 

Z-β-ocimeno 1032 1038 0.14 ± 0.01 

E-β-ocimeno 1044 1049 0.83 ± 0.06 

γ-terpinene 1054 1063 3.83 ± 1.16 

linalol 1098 1106 1.34 ± 0.21 

mircenona 1145 1155 5.56 ± 1.79 

Z-ocimenona 1226 1242 3.60 ± 0.35 

E-ocimenona 1235 1250 32.35 ± 2.60 

timol 1289 1303 3.02 ± 2.16 

carvacrol 1298 1312 Traço ±  

piperitenonn 1340 1356 0.14 ± 0.03 

α-copaeno 1374 1381 0.14 ± 0.03 

β-elemeno 1389 1395 0.11 ± 0.02 

E- cariofileno 1417 1426 2.62 ± 0.42 

α-guaieno 1437 1441 1.45 ± 0.30 

α-humuleno 1452 1464 0.95 ± 0.14 

germacreno D 1484 1489 0.31 ± 0.17 

α-bulneseno 1509 1509 0.58 ± 0.11 

espatulenol 1577 1590 1.31 ± 0.20 

óxido de cariofileno 1582 1595 1.77 ± 0.30 

Total de composto idetificado     93.08   

IAlit = índice Aritmético da literatura; IAcalc = índice de Kovats calculado; DP = desvio padrão 
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3.2 Toxicidade oral aguda 

Os animais não apresentaram alterações comportamentais, mortalidade 

relacionada ao tratamento, durante os 14 dias após a administração oral da dose única de 

2000 mg/kg do LLO. Durante a observação clínica, pelos, pele, olhos, mucosas, marcha, 

postura e respiração não foram observadas alterações. Sem lacrimejamento, 

movimentos clônicos ou tônicos, salivação, piloereção, diarreia. Os hábitos fisiológicos 

diários (consumo médio de água e ração) não apresentou mudança significativa quando 

comparado ao grupo controle negativo. Além disso, os grupos tratados não 

apresentaram mudanças significativas no peso corporal durante o período experimental 

quando comparado com o grupo controle. 

Durante a análise macroscópica dos órgãos, não foram identificadas quaisquer 

alterações notáveis em relação ao tamanho, aparência ou cor. Ao realizar a análise 

estatística, não foram encontradas diferenças significativas nos pesos relativos dos 

órgãos no grupo tratado em comparação com o grupo de controle. 

3.3 Teste do campo aberto 

A avaliação da atividade neuromotora foi realizada por meio do teste de campo 

aberto. Os resultados indicam que a administração das doses do LLO (10 mg/kg, 30 

mg/kg e 100 mg/kg) não tiveram impacto significativo na atividade neuromotora, 

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

 

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

de camundongos a partir do modelo experimental do campo aberto 

Tratamento Dose 

(mg/kg) 

Número de 

cruzamento 

Tempo de 

imobilização 

Número de 

rearing 

Número de 

grooming 

Veiculo _ 14,17±1,07 30,50±7,35 11,33 ±0,76 2,00±0,51 

LLO 10 15,50±1,14 25,83 ± 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 giratória (rota-rod) 

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

alterações no número de queda após o tratamento com LLO, nas doses de 10, 30 e de 

100 mg/kg comparado com o grupo controle negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1: Efeito do óleo essencial de L. lasiocalycinas sobre o sistema nervoso central de camundongos a 

partir do modelo experimental da barra giratória. A: Número de quedas 30 minutos após o tratamento. B: 

Número de quedas 60 minutos após o tratamento. C: Número de quedas 120 minutos após 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 útero isolada de ratas 

Em contrações fásicas espontâneas, LLO (1-729 μg/mL) não reduziu 

significativamente essas contrações de maneira concentração-dependentes, obtendo-se o 

valor de logCE50= 0,99 ± 0.30 μg/mL. Nas contrações induzidas pela ocitocina (10
-2

 

UI/mL), o LLO relaxou significativamente o útero a partir da concentração de 81 

μg/mL, com valor de logCE50= 2,32 ± 0,06 μg/mL, sendo a amplitude reduzida 

significativamente. Já com carbacol (1μM), o LLO relaxou significativamente o útero a 

partir da concentração de 81 μg/mL, apresentando o valor da logCE50= 2,33 ± 0.07 

μg/mL e com cloreto de potássio (60 mM), a partir da concentração de 81μg/mL, 

apresentando o valor da logCE50= 2,91 ± 0,23 μg/mL de forma concentração 

dependente (Fig. 2). Esse efeito foi reversível após 60 minutos da remoção do LLO da 

cuba. 

 

Fig. 2 Efeito relaxante do óleo essencial de L. lasilocalycina (LLO) nas preparações isoladas do útero de 

rato em contrações pré-contraídas com carbacol (CCh), ocitocina (OXT) ou cloreto de potássio (KCl). 

Dados expressos como média ± e.p.m; * representa o relaxamento significativo quando comparado ao 

efeito na concentração 1µg/mL em uma mesma curva de concentração-resposta (p <0,05, ANOVA 

bidirecional, seguida pelo pós-teste de Holm-Sidak). 
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3.6 Influência dos canais K
+
 no efeito do LLO 

A participação dos canais K
+
 no tecido uterino os dados mostraram que não 

houve diferença significativa do efeito LLO na presença de 4-AP de logCE50 

=2,43±0,09 μg/mL (Fig. 3A), CsCl logCE50=2,36±0,15 μg/mL (Fig. 3B),GLI 

logCE50=2,16±0,30 μg/mL (Fig. 3C) ou TEA logCE50=2,31±0,56 μg/mL (Fig. 3D) 

quando comparado com a ausência desse bloqueador. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 . Efeito relaxante do óleo essencial de L. lasilocalycina (LLO) nas contrações isoladas do útero 

induzidas por carbacol 1 μM na presença ou na ausência de bloqueadores dos canais de potássio: (A) 4-

aminopiridina (4-AP) 1 mM; (B) CsCl 5 mM; (C) glibenclamida (GLIB) 1 μM e (D) tetraetilamónio 

(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 útero isolado de 

rata 

A potência do LLO (logCE50= 2,33 ± 0,07 μg/mL) no relaxamento do útero 

isolado pré-contraído com CCh não foi alterada quando comparada com as preparações 

pré-incubadas com propranolol (logCE50= 2,39 ± 0,07 μg/mL) (Fig. 4A) ou fentolamina 

(logCE50= 2,28 ± 0,06) (Fig. 4B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Efeito relaxante do óleo essencial de L. lasilocalycina (LLO) nas contrações uterinas isoladas de 

ratos induzidas por 1 µM de carbocol na presença ou ausência de antagonistas adrenérgicos: A, 

propranolol (PRO, 10 µM); e B, fentolamina (PHE, 1 µM). Dados expressos como média ± e.p.m., n=5. 

3.8 Influência da via de NO/GCS/GMPC/PKG no efeito do LLO 

Uma via para o relaxamento do músculo uterino é a cascata 

NO/sGC/cGMP/PKG. Assim, a potência do LLO na presença de L-NAME foi avaliada 

logCE50= 2,86 ± 0,19 μg/mL é possível perceber que não houve alteração no efeito 

relaxante do LLO (Fig. 5A). Quando foi avaliada a atividade relaxante do LLO na 

presença de MB (Fig. 5B), observou-se que o LLO não apresentou diferença 

significativa quando comparada a ação do óleo na ausência deste inibidor, apresentando 

o valor de logCE50= 2,56 ± 0,32 μg/mL Da mesma forma, quando se avaliou a atividade 

relaxante do óleo na presença de ODQ logCE50= 2,35 ± 0,21 μg/mL, (Fig. 5C) não 

houve diferença quando comparada na ausência do bloqueado. Verificou-se a ação de 

LLO na presença de aminofilina, logCE50= 1,67 ± 0,13 μg/mL (Fig. 5D). Na presença 
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do inibidor, o efeito relaxante de LLO apresentou diferença quando comparado na 

ausência do inibidor.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5. Efeito relaxante do óleo essencial de L. lasilocalycina (LLO) nas contrações isoladas do útero 

induzidas por 1 μM de carbacol na presença ou ausência de inibidores da via NO / GCS / GMPC / PKG: 

A,  Éster metílico de Nω-nitro-L-arginina (L-NAME, 100 μM) inibidor da óxido nítrico sintase; B, azul 

de metileno (MB, 1μM) inibidor solúvel da guanilil ciclase; C, 1H- [1,2,4] Oxadiazolo [4,3-a] quinoxalin-

1-ona (ODQ, 10 μM) inibidor da guanilato ciclase e D, aminofilina (AMI, 10 μM) 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 Influência do LLO na mobilização de cálcio 

O efeito do LLO na mobilização de cálcio de estoques intracelulares e o meio 

extracelular foi investigado. Isto foi observado que o LLO, nas concentrações 27 μg/mL 

(67,19 ± 7,20) e 81 μg/mL (20,39 ± 6,63), reduziu significativamente as contrações 

evocada por carbacol em meio livre de Ca
2+

 quando comprarado com o controle (Fig. 

6A). Quando o LLO foi pré-incubado com heparina, não foram observadas diferenças 

significativas com o logCE50= 1,99 ± 0,17 (Fig. 6B) em comparação com as 

preparações sem o bloqueador (logCE50= 2,33 ± 0,07), indicando que o LLO não está 

bloqueador IP
3
R.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6. Efeito do óleo essencial de L. lasilocalycina (LLO) na mobilização de Ca2+ no rato isolado 

contrações do útero. A, Efeito inibitório de óleo essencial de L. lasilocalycina em útero isolado 

contrações induzidas por 10μM de carbacol em meio despolarizante sem Ca
2+

. Dados expressos como 

média ± e.p.m., n=5. B, efeito relaxante do LLO em 1μM de contrações induzidas por carbacol na 

ausência ou presença de heparina (HEP,10 μM). Dados expressos como média ± e.p.m., n=5. *representa 

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

(barra de H2O). 
 

 

3.10 Efeito do LLO no modelo experimental de dismenorreia primária 

O tratamento com o óleo essencial de L. lasiocalycina, nas doses de 10 mg/kg 

(22,17 ± 3,54) e 30 mg/kg (14,00 ± 1,39), não mostrou uma redução estatisticamente 

significante (p>0,05, Kruskal-Wallis test) no número de contorções abdominais, quando 

comparado ao grupo controle negativo (25,00 ± 2,08). Já a dose de 100 mg/kg (9,83 ± 

2,49), promoveu uma redução estatisticamente significante(p<0,05, Kruskal-Wallis 

test), como ilustrado na (Fig. 7A). Três fármacos foram escolhidos no tratamento da 

dismenorreia, e suas doses padrão para estudos em camundongos foram determinadas 
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mediante a conversão de doses entre humanos e animais (Nair and Jacob, 2016b). 

Nifedipina 7 mg/kg (6,83±1,40), ácido mefenâmico 90 mg/kg (0,33±0,21) e 

escopolamina 3,5mg/kg (9,33±0,49) apresentam diferença significativa no número de 

contorções quando comparado com o veículo (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 ácido 

mefenâmico 9 mg/kg reduziu o número de contorções abdominais induzidas pela 

ocitocina (7,50 ± 1,60; 12,33 ± 2,40 e 2,66 ± 1,20 respectivamente), apresentando 

significativa diferenças em relação ao veículo (25,00±2,08) (Fig. 7C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7. Efeito inibitório do óleo essencial de L. lasilocalycina (LLO) nas contorções abdominais induzidas 

por ocitocina. Veículo, cremóforo a 3% diluído em solução salina a 0,9%. Todos os dados são 

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 

comparações múltiplas de Dunn) quando comparado ao Veículo; B, camundongos foram tratados por via 

oral; *representa os efeitos significativos (p<0,05,teste de Mann-Whitney) quando comparado ao 

Veículo; C, camundongos foram tratados por via oral, as análises estatísticas foram realizadas pelo teste 

de Mann-Whitney; *efeito significativo (p<0,05) quando comparado ao Veículo; #efeito significativo 

(p<0,05) quando comparado com ácido mefenâmico, sem tratamento com LLO. 
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3.11 Efeito da via de NO/GCS/GMPC, dos canais de K
+
 sensíveis ao ATP e dos 

receptores adrenérgicos na ação 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), não demonstrou redução no número de contorções abdominais induzidas pela 

ocitocina (13.83 ± 2.25; 24.17 ± 0.94 e 17.00 ± 2.70, respectivamente) em comparação 

com o veículo (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 redução no número de 

contorções abdominais induzidas pela ocitocina (4,00 ± 0,81) (Fig. 8B), em comparação 

com o veículo (25,00 ± 2,08) e também em comparação com a dose de propranolol 20 

mg/kg (21,17 ± 3,55). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 8. Efeito inibitório do óleo essencial de L. lasilocalycina (LLO) nas contorções abdominais induzidas 

por ocitocina. Veículo, cremóforo a 3% diluído em solução salina a 0,9%. Todos os dados são 

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 comparações múltiplas 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 comparações múltiplas 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 

comparações múltiplas 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 comparações múltiplas de Dunn) quando comparado azul de 

metileno 50mg/kg; 
#
efeito significativo (p<0,05) quando comparado com veiculo. 

 

 

4 DISCUSSÃO 

A partir da analise química dos componentes do óleo essencial da espécie L. 

lasiocalycina, foi possível identificar os principais constituintes da especie: E-

ocimenona (32,35±2,60%), β-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 possíveis efeitos do LLO em modelos farmacológicos. Resultados semelhantes 

quanto aos constituintes majoritários de L. lasiocalycina foram verificados por Bispo, 

2015 que obteve o E-ocimenona (22,82%) como majoritário, dependendo da época de 

colheita. Um trabalho semelhante foi obtido por Oliveira, 2014 obtendo E-ocimenona 

(29,90%) e β-mirceno (17,58%) como compostos majoritários. 

A composição e concentração dos compostos químicos no óleo essencial 

dependem do controle genético (fatores fixos) e dos estímulos promovidos por fatores 

do ambiente (fatores variáveis), mudando continuamente com o tempo e o espaço, como 

a temperatura, insolação e época do ano (Ehlert et al., 2013).  

Assim como a maioria das espécies do seu gênero, L. lasiocalycina é uma planta 

com folhas aromáticas, rica em óleo essencial composto por monoterpenos e 

sesquiterpenos. Do ponto de vista etnobotânico, as espécies pertencentes a este gênero 

são amplamente empregadas globalmente como fontes de alimento, bebidas, 

condimentos e medicamentos. Muitas dessas aplicações medicinais são direcionadas 

para o tratamento de problemas respiratórios, infecções pulmonares, tosse, resfriados e 

asma (Pascual et al., 2001). 

Os estudos toxicológicos na fase pré-clínica são uma passo obrigatório para cada 

medicamento desenvolvido na indústria farmacêutica (Andrade et al., 2016). Esses 

estudos quando realizados em um modelo animal adequado permitem identificar o 

potencial tóxico dos medicamentos (Parasuraman, 2011).  

As plantas medicinais são, algumas vezes, erroneamente consideradas como 

seguros porque são de origem natural (Smeriglio et al., 2014). Atualmente, a utilização 

de plantas medicinal é uma prática mundialmente disseminada, sendo encorajada pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS), especialmente em países do hemisfério sul 
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(Mattos et al., 2018). O uso de plantas medicinais e seus compostos estão se expandindo 

a cada ano na maioria dos países devido a uma crença equivocada de que a preparação 

natural está livre de efeitos adversos sem considerar os casos relatados na literatura 

(Leenaars et al., 2019). As alterações do peso corporal servem como uma indicação 

sensível do estado geral de saúde dos animais (El Hilaly et al., 2004). Após 14 dias de 

observação, todos os animais apresentaram incremento normal no peso corporal. Pode-

se afirmar que LLO não interferiu no metabolismo normal dos animais.  

A metodologia do campo aberto permite diversas possibilidades sobre a ação no 

sistema nervoso central de substâncias. Alguns parâmetros como número de 

cruzamentos, tempo de imobilidade e frequência de rearing são tratadas como medidas 

de atividade locomotora, exploração 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 substâncias na 

atividade motora. Nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg, o LLO não demonstrou redução no 

número de reerings e grooming, tampouco houve modificações nos parâmetros motores, 

como o número de ambulações e o tempo de imobilidade. Esses resultados indicam que 

o tratamento com LLO não exerce efeito sedativo ou depressor sobre o sistema nervoso 

central dos animais. 

Os testes de coordenação motora são utilizados na triagem de fármacos com 

possível atividade miorrelante/neurotóxica, pois são testes capazes de detectar o efeito 

relaxante muscular e incoordenação motora de agentes com propriedades 

farmacológicas, como o que acontece com muitas drogas (Baggio et al., 2012; de 

Moraes Pultrini et al., 2006). Os animais sob condições normais, sem a influência de 

substâncias que afetam o sistema nervoso central, são capazes de permanecer na barra 

rotativa por um período prolongado. Assim, dependendo do número de quedas, esse 

teste é capaz de detectar danos neurológicos mínimos, como ataxia, sedação e 

hiperexcitabilidade (Marques et al., 2014). Observou-se então que os animais tratados 

com o LLO não apresentaram número de quedas da barra giratória durante o tempo 

proposto, ao contrário do observado com o grupo controle positivo (diazepam 2,5 

mg/kg), onde os animais tratados apresentaram alteração na coordenação motora. Logo, 

LLO não promoveu um déficit na coordenação motora dos animais dos grupos tratados. 

Os ensaios farmacológicos foram desenvolvidos com o objetivo de avaliar o 

efeito espasmolítico do LLO em contrações que envolvem o acoplamento 
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farmacomecânico e acoplamento eletromecânico. A partir da análise dos dados, 

observa-se que o LLO apresentou atividade espasmolítica em todas os protocolos 

testados, sendo capaz de promover o relaxamento dos cornos uterinos isolada de rata 

pré-contraída com carbacol ou ocitocinas ou ao cloreto de potássio, de uma maneira 

dependente da concentração. 

A ocitocina é um hormônio pepitídico que age em receptores de ocitocina e sua 

ativação induz contração do músculo liso miometral mediante o aumento intracelular de 

Ca
2+

 (Ferreira et al., 2019). Esse hormônio é sintetizado a partir da estimulação 

estrogênica e a inibição da sua síntese ocorre mediante ação da progesterona (Åkerlund, 

2002). Substancias que, antagonizam os receptores de ocitocina começaram 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 

necessárias para auxiliar no tratamento de hipercontratilidade uterina (Gimpl and 

Fahrenholz, 2001). Assim como a ocitocina, o carbacol age em receptores acoplados a 

proteína Gq, que são chamados de receptores muscarínicos que estimulam as contrações 

uterinas, e possuem vários subtipos de receptores presentes no miométrio uterino 

(Soboll et al., 2006). 

Altas concentrações de KCl no meio externo, causam uma despolarização 

celular. Na celular muscular lisa, essa despolarização promove ativação de canais para 

Ca
2+

 voltagem-dependente, que uma vez abertos permitem o influxo desse íon para 

dentro da célula para que o processo de contração ocorra (Duangjai et al., 2018).  

Verifica-se que o LLO apresentou atividade espasmolítica significativa em 

contrações uterinas induzidas por diferentes agonistas, que por sua vez agem por 

receptores e/ou via de transdução de sinal diferentes. A partir desse achado, deduzir que 

o LLO não age especificamente em um receptor ou via de transdução de sinal 

específica. Porém, convém destacar, que apresentou maior potência em relaxar 

contrações induzidas por CCH, o que não se descarta a possibilidade de possuir 

influência sobre a via colinérgica. 

Os canais para potássio formam um grupo de proteínas que desempenham uma 

função crucial na preservação da inatividade uterina e têm a capacidade de regular a 

abertura dos canais de cálcio (CaV), controlando, dessa forma, a entrada de íons de 

cálcio (Ca
2+

) nas células musculares lisas contribuindo assim para a quiescência uterina 

(Ferreira et al., 2019; Lorca et al., 2014; Stott et al., 2014). Diante disso, resolveu-se 
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avaliar uma possível participação dos canais de K
+
 na ação tocolítica do LLO. Nesse 

sentido, o efeito do relaxante LLO não foi alterado na presença dos principais 

bloqueadores sugerindo que esse canal para K
+
 não estar relacionado ao mecanismo de 

relaxamento de LLO no útero de ratas. 

No tratamento para os problemas associado à contratilidade do miométrio, são 

utilizados agonistas dos receptores β2-adrenérgicos, que induzem o relaxamento 

muscular através do aumento do AMPc. Esse relaxamento é mediado pela ativação da 

adenilil ciclase (AC) e pela subsequente produção de AMPc intracelular, que inibe a 

interação entre os filamentos de actina e miosina no músculo (Berdeaux and Stewart, 

2012; Fanning et al., 2017). Nesse sentido, os resultados indicaram que a curva de 

relaxamento não foi afetada na presença dos bloqueadores propranolol e fenotolamina, 

mantendo os efeitos relaxantes do LLO em preparações de útero isolado de rata. Isso 

sugere que o mecanismo de ação do LLO não inclui a ativação de receptores 

adrenérgicos. 

O óxido nítrico (NO), um gás solúvel, é produzido pela enzima constitutiva 

óxido nítrico sintase endotelial (NOS), que converte a arginina em NO e citrulina na 

presença de NADPH e outros cofatores. No trato genital feminino, o NO é sintetizado 

pelo endométrio, miométrio e placenta, desempenhando um papel crucial na regulação 

da fisiologia menstrual e na manutenção da quiescência uterina durante o período 

gestacional (Chwalisz and Garfield, 2000; Maul et al., 2005). 

O óxido nítrico (NO) interage com o grupo heme na guanilato ciclase solúvel, 

modificando sua conformação e ativando a enzima responsável pela conversão do 

trifosfato de guanina em cGMP. Este último, por sua vez, promove o relaxamento do 

músculo liso adjacente (Chaud et al., 1997; Zhao et al., 2015). Portanto, na presença do 

L-NAME, que atua inibindo a produção de óxido nítrico (NO), o óleo não apresentou 

diferença significativa em relação ao seu efeito sem o bloqueador. Isso sugere que o 

óleo não modula os níveis de NO para relaxar o útero isolado de ratos. 

Além disso, também foi utilizado azul de metileno (Fig. 04 B), um inibidor não 

especifico da via 3',5'-monofosfato de guanosina cíclico/guanilato ciclase solúvel 

(GMPc-GCs), que é responsável pelo efeito relaxante dependente de monofosfato do 

óxido nítrico no músculo liso do útero (Ignarro, 1989). Dito isso o azul de metileno não 

interfere no efeito relaxante do LLO, indicando que este não modula o relaxamento 

uterino de forma independente da ativação da guanilil ciclase solúvel, devido à inibição 
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parcial da sGC pelo azul de metileno (Hwang et al., 1998). Portanto, realizamos a pré-

incubação das tiras uterinas com ODQ, um bloqueador específico da guanilil ciclase 

solúvel (sGC). Notavelmente, o efeito do LLO permaneceu inalterado, indicando que a 

ativação da sGC não é essencial para o relaxamento da musculatura uterina (Buxton et 

al., 2001). 

As fosfodiesterases de nucleotídeos cíclicos (PDEs) constituem uma via 

essencial para o relaxamento do músculo liso. O aumento dos níveis de cAMP e cGMP 

no citosol ativa a proteína quinase A (PKA) e a proteína quinase G (PKG), 

respectivamente. Estas quinases promovem o relaxamento da musculatura lisa, 

incluindo a ativação dos canais de potássio (K
+
). A PDE degrada o cAMP e cGMP em 

seus metabólitos inativos, interrompendo a sinalização celular dependente desses 

nucleotídeos cíclicos  (Houslay and Adams, 2003; Lugnier, 2006). 

Assim, para examinar o envolvimento dessa via, aminofilina, um inibidor não 

seletivo da PDE (Lugnier, 2006), foi empregada como uma ferramenta farmacológica. 

Observou-se que a presença de aminofilina intensificou o efeito relaxante do LLO, 

sugerindo a participação da via dos nucleotídeos cíclicos PDEs, possivelmente cAMP, 

no mecanismo de relaxamento do LLO em útero isolado de ratas. 

No útero de ratas, tanto as fontes extracelulares quanto intracelulares de Ca
2+

 

desempenham um papel crucial no desenvolvimento do tônus muscular, com a entrada 

de Ca
2+

 nas células musculares lisas ocorrendo principalmente por meio de canais de 

Ca
2+

 dependentes de voltagem (Ca2V) (Catterall, 2000). Na ausência de cálcio 

extracelular, a contração do músculo liso é desencadeada pela liberação de cálcio dos 

estoques intracelulares do retículo sarcoplasmático (RS), ativada por receptores na 

membrana do RS, incluindo os receptores de rianodina (RyR) e os receptores de 

trifosfato de inositol (IP3Rs), que promovem o influxo de Ca
2+

 do RS para o citoplasma 

celular (Lanner et al., 2010; Vervloessem et al., 2015). Como resultado, foi observado 

que o LLO inibiu parcialmente as contrações induzidas pelo carbacol em meio sem 

Ca
2+

, sugerindo uma possível inibição da liberação de Ca
2+

 dos estoques intracelulares. 

Diante desse achado, optou-se por investigar a contribuição dos receptores de inositol 

1,4,5 trifosfato (IP3R). 

A liberação de íons Ca
2+

 dos estoques intracelulares é induzida pela ativação dos 

receptores de membrana (IP3R), resultando no influxo de cálcio e subsequente liberação 

do retículo sarcoplasmático, enquanto na sinalização de Ca
2+

, estímulos extracelulares 
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acionam a fosfolipase C, gerando inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) que, por sua vez, 

estimula a liberação de Ca
2+

 do retículo endoplasmático (RE) através dos receptores IP3 

(IP3R) (Berridge et al., 2000; Foskett et al., 2007; Prole and Taylor, 2019). Assim, ao 

incubar com heparina, um bloqueador dos receptores IP3R, foi observado que o 

relaxamento induzido pelo LLO não foi significativamente alterado, sugerindo que os 

canais ativados pelo inositol 1,4,5-trifosfato provavelmente não desempenham um papel 

em seu efeito. 

Diante dos resultados do LLO que apresentou a capacidade de relaxar o útero 

isolado de ratas, a próxima etapa foi investigar o papel do LLO em um modelo de 

dismenorreia primária, que é caracterizada por dor abdominal. 

A dismenorréia primaria pode ser causada por uma anormalidade da contração 

do músculo liso uterino, que pode ser atribuída aos níveis séricos elevados de 

prostaglandina F2α (PGF2α), leucotrienos e ocitocina promovendo intensa contração 

miometrial, vasoconstrição, resultando na liberação subsequente de citocinas (Chen et 

al., 2014; Deligeoroglou et al., 2006; Yang et al., 2015). Assim, as principais terapias 

farmacológicas para dismenorreia primária incluem anti-inflamatórios não esteroides 

(AINEs) ou pílulas 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 redução estatisticamente significante nas contorções abdominais das 

camundongas, em comparação ao grupo controle negativo. Uma das hipóteses para esse 

resultado seria a de que o óleo essencial de L. lasiocalycina age como antagonista aos 

receptores de ocitocina (OCT), que foram expressos no miométrio com a aplicação 

intraperitoneal de cipionato de estradiol  durante o protocolo. Dessa maneira, competiu 

com a ocitocina em seus receptores presentes no miométrio, reduzindo, portanto, as 

contrações musculares promovidas por esse hormônio (Bittar and Zugaib, 2009). 

Portanto, o desenvolvimento de antagonistas do receptor de ocitocina pode ter valor 

terapêutico para a prevenção de problemas com a funcionalidade normal da musculatura 

lisa uterina e auxiliar na inibição do efeito da dismenorréia primária (Chen et al., 2014). 

Com base nos dados apresentados na Figura 7B observou-se uma redução 

significativa no número de contorções no modelo de dismenorreia, comparável à 

eficácia da nifedipina, ácido mefenâmico e escopolamina, medicamentos amplamente 

empregados no tratamento de cólicas menstruais. Em vista disso, optamos por combinar 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/oral-contraceptive-agent
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o LLO com esses medicamentos usandos doses subterapêuticas no tratamento da 

dismenorreia. 

Os bloqueadores dos canais de cálcio, como a nifedipina, reduzem a quantidade 

de cálcio que passa para as células musculares e, assim, impedem a sua contração. É, 

portanto, sugerido que a administração de nifedipina pode diminuir a dor menstrual ao 

inibir as contrações uterina (Proctor and Farquhar, 2006). A nifedipina é amplamente 

utilizada para diminuir as contrações musculares uterinas na prática clínica em 

obstetrícia, onde é usada para suprimir o trabalho de parto prematuro. A nifedipina 

também é usada para tratar a hipertensão durante a gravidez (Smith et al., 2000). 

Após 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 veículo. De 

acordo com nossos resultados, a combinação de nifedipina oral com LLO resultou em 

uma redução no número de contorções em comparação com o tratamento exclusivo com 

nifedipina. Os efeitos colaterais podem abranger edema pulmonar, dor no peito, 

dispepsia, constipação, cãibras musculares, parestesia e poliúria (Holmes Childress and 

Katz, 1994). Existe a possibilidade de que a combinação da dose de LLO de 10 mg/kg 

com nifedipina 0,7 mg/kg possa reduzir os efeitos colaterais da nifedipina. 

Outra opção terapêutica médica eficaz para a dismenorreia primária incluem os 

anti‐inflamatórios não esteróides (AINEs) (Marjoribanks et al., 2003). Os AINEs são 

altamente eficazes no alívio da dor associada à dismenorreia primária, devido à sua 

capacidade de inibir a formação de prostaglandinas. No entanto, os AINEs estão 

associados a efeitos adversos significativos, tais como gastrointestinais, como náuseas, 

vômitos 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 ácido mefenâmico apresentou efeito 

significativo quando comparado ao grupo veículo. 

A escopolamina, um antagonista do receptor muscarínico de acetilcolina, inibe 

os efeitos da acetilcolina, sendo considerada um antagonista não seletivo, o que pode 

contribuir para o alívio das cólicas menstruais (Sciorsci et al., 2018). Os medicamentos 

antimuscarínicos, também conhecidos como medicamentos parassimpatolíticos, são 

essencialmente antagonistas competitivos dos receptores muscarínicos, bloqueando as 

ações do sistema parassimpático. Eles são frequentemente utilizados no controle de 

espasmos musculares lisos, como agentes antiespasmódicos ou espasmolíticos, contra 
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hipermotilidade gastroentérica, uterina, urinária, biliar e bronquiolar (Riccardi et al., 

2011). 

Quando empregada a escopolamina, nossos resultados mostraram que a 

combinação 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 veículo, 

sugerindo a influência dos receptores muscarínicos no efeito de LLO no número de 

contorções. 

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 influência na redução das contorções abdominais induzidas pela 

ocitocina em comparação com o 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 redução significativa em relação ao grupo 

veículo e ao grupo do bloqueador. Esses resultados sugerem que o LLO pode estar 

estimulando a adenilato ciclase e, consequentemente, desencadeando a cascata de 

relaxamento do músculo liso. Com base nos resultados apresentados, é plausível 

acreditar que o LLO possui uma ação antidismenorreica, possivelmente mediada por 

vias dos receptores adrenérgicos. 

Existe uma gama de tratamentos disponíveis e alguns deles, como os agonistas 

dos receptores beta2-adrenérgicos, têm sido usados para tratar mulheres com 

dismenorreia primária, mas seus efeitos não são claros (Fedorowicz et al., 2012). 

A ativação dos receptores beta 2 desencadeiam uma cascata de eventos 

intracelulares. Isso inclui a estimulação da adenilato ciclase, resultando na produção de 

cAMP, que reduz os níveis de cálcio intracelular e ativa a proteína quinase A. Essas 

alterações 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 potássio 

ativados por cálcio, hiperpolarizando as células musculares lisas. Essa série de eventos 

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

 

5 CONCLUSÃO 

 O óleo essencial de L. lasiocalycina (LLO) possui atividade tocolítica em útero 

isolado, reduzindo as contrações tanto por vias farmacomecânicas quanto 
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eletromecânicas. O estudo também revela que o LLO pode potencialmente reduzir o 

número de contorções abdominais, sugerindo sua utilidade no tratamento da 

dismenorreia primária. A combinação de uma dose fixa de LLO com doses 

subterapêuticas de três drogas utilizadas na terapia antidismenorreica oferece uma 

possível solução para minimizar os efeitos adversos dessas drogas. Esses dados 

corroboram os resultados in vitro que mostraram efeito relaxante no útero isolado. No 

entanto, estudos clínicos são necessários para avaliar o potencial dessas combinações. 
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CONCLUSÃO GERAL 

Acredita-se que os objetivos do estudo foram alcançados, visto que foi possível 

descrever as relações de influência das plantas medicinais na dismenorreias e analisar a 

relação de plantas medicinais associada com as drogas com a fisiopatologia dos 

principais distúrbio da musculatura lisa uterina, principalmente da dismenorreias. O 

estudo também proporcionou uma compreensão aprofundada sobre o uso de plantas 

medicinais, especificamente os óleos essenciais das espécies Lippia insignis e Lippia 

lacilocalycina, como potenciais tratamentos para os sintomas das dismenorreias. Esses 

achados reforçam a importância dos estudos sobre espécies de Lippia e destacam a 

relevância da biotecnologia na medicina natural. A utilização 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 às terapias convencionais. A combinação de produtos naturais com drogas 

utilizadas na clínica médica apresenta-se como uma estratégia promissora para o 

desenvolvimento de novos tratamentos, proporcionando benefícios significativos para 

as mulheres que sofrem de dismenorreia. Em suma, os resultados deste estudo não 

apenas confirmam a eficácia dos óleos essenciais dessas espécies no tratamento de 

cólicas uterinas, mas também promovem uma maior integração 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 condições associadas à contratilidade anormal do 

músculo liso. 
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