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Resumo



Padronização do modelo de dismenorreia primária e a prevenção das alterações induzidas no sistema reprodutor 
feminino de ratas Wistar tratadas com Spirulina platensis. 

LACERDA-JÚNIOR, F. F.  
Pós-graduação em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,  

Dissertação de Mestrado, CCS/UFPB (2022). 

 

 

 
 

RESUMO 
 

A dismenorreia primária (DisP) é a principal causa de dor pélvica crônica que acomete 
mulheres, podendo estar associada a fatores genéticos, sociais e comportamentais. 
A farmacoterapia desta desordem envolve o uso de anti-inflamatórios não esteroidais 
e antiespasmódicos, no entanto, muitas mulheres não respondem bem a estes 
tratamentos. Dessa forma, visando novas alternativas terapêuticas para prevenção da 
DisP, avaliou-se o efeito da suplementação com Spirulina platensis (SP), uma alga 
com efeitos anti-inflamatório e antioxidante, durante 8 semanas (v.o), em modelo de 
DisP. Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissão de Ética no 
Uso de Animais da UFPB (2240150621 e 1886010520). Os animais foram divididos 
nos seguintes grupos: controle (GC), DisP e grupos tratados com escopolamina + 
dipirona (Esc + Dip) ou ibuprofeno (IBU) e grupos suplementados com a SP nas doses 
de 50 (SP50) e 100 mg/kg (SP100). Para isso, foi padronizado um modelo de DisP 
induzida pela administração de dietilestilbestrol e ocitocina e promoveu, in vivo, o 
aumento na pontuação de contorções nas ratas, que foi diminuída pelas drogas 
padrão (Esc + Dip ou IBU). Além disso, in vitro, a DisP aumentou a camada miometrial 
e promoveu danos à camada endometrial uterina, aumentou a reatividade contrátil e 
diminuiu a relaxante em útero de ratas e aumentou o estresse oxidativo em útero e 
ovários de ratas. Frente a essas alterações ocasionadas pela DisP, a suplementação 
com SP promoveu efeito antidismenorreico. Os grupos SP50 e SP100 em estudos in 
vivo preveniram parcialmente o aumento das contorções uterinas, provavelmente por 
promover efeitos anti-inflamatórios ou antiespasmódicos, já nos parâmetros in vitro a 
SP nas duas doses preveniu o aumento da camada miometrial e os danos a camada 
endometrial uterina, porém, nos ovários a alga em ambas as doses não alterou a 
expressão dos folículos, tais efeitos possivelmente podem ser atribuídos a inibição 
dos efeitos estrogênicos. Na reatividade contrátil uterina induzida pela ocitocina 
somente SP100 preveniu totalmente o aumento da potência e parcialmente o efeito 
máximo da ocitocina, sugerindo que a alga pode estar diminuindo a afinidade da 
ocitocina ao seu receptor. Quando o agente contrátil utilizado era a PGF2α, verificou-
se que somente SP100 preveniu parcialmente o aumento da potência sugerindo 
dessa forma, que a SP pode estar promovendo efeitos negativos na afinidade da PG 
ao seu receptor. Diferentemente, no acoplamento eletromecânico de contração frente 
ao KCl, SP, nas doses de 50 e 100 mg/kg, preveniu o aumento da potência, já em 
relação a prevenção do aumento da eficácia máxima, a SP foi mais eficaz na dose 
100 do que na de 50 mg/kg, sugerindo que SP pode estar regulando negativamente a 
abertura/ativação dos Cav. No relaxamento, verificamos que SP (50 mg/kg) preveniu 
a diminuição da eficácia relaxante da isoprenalina e do nifedipino. Já na dose de 100 
mg/kg, a SP preveniu a diminuição da potência e eficácia relaxante da isoprenalina e 
nifedipino, promovido pela DisP, esse conjunto de resultados sugere que SP pode 
modular positivamente alvos na via adrenérgica uterina e negativamente a ativação 
dos Cav. Além disso, SP (50 mg/kg) promoveu melhora nos parâmetros de estresse 
oxidativo, por prevenir o aumento dos níveis de MDA e a diminuição da CAT em 
ovários. Em SP (100 mg/kg) preveniu o aumento de MDA e diminuição da CAT e em 
útero e ovários iduzidos pela DisP, sugerindo que a alga pode estar 
reduzindo/neutralizando a formação de EROs. Portanto, a suplementação com S. 
platensis previne a hipercontratilidade uterina, bem como aumento do estresse 



 

 
 

oxidativo em útero e ovários de ratas provocadas pela DisP e surge como alternativa 
para o tratamento da DisP. 
 

Palavras-chave: 1. Spirulina platensis. 2. Dismenorreia primária. 3. Ocitocina. 4. 
Prostanoides. 5. Estresse oxidativo. 
 



 

 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abstract



Standardization of the primary dysmenorrhea model and the prevention of induced alterations in the female reproductive system 
of Wistar rats treated with Spirulina platensis 

LACERDA-JÚNIOR, F. F.  
Pós-graduação em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,  

Dissertação de Mestrado, CCS/UFPB (2022). 

 

 
 

ABSTRACT 

Primary dysmenorrhea (DisP) is the main cause of chronic pelvic pain that affects 
women and may be associated with genetic, social and behavioral factors. The 
pharmacotherapy of this disorder involves the use of non-steroidal anti-inflammatory 
drugs and antispasmodics, however, many women do not respond well to these 
treatments. Thus, aiming at new therapeutic alternatives for the prevention of DisP, the 
effect of supplementation with Spirulina platensis (SP), an algae with anti-inflammatory 
and antioxidant effects, for 8 weeks (v.o), in a DisP model, was evaluated. The 
experimental procedures were approved by the Ethics Committee on the Use of 
Animals of the UFPB (2240150621 and 1886010520). The animals were divided into 
the following groups: control (GC), DisP and groups treated with scopolamine + 
dipyrone (Esc + Dip) or ibuprofen (IBU) and groups supplemented with SP at doses of 
50 (SP50) and 100 mg/kg ( SP100). For this, a model of DisP induced by the 
administration of diethylstilbestrol and oxytocin was standardized and promoted, in 
vivo, the increase in the writhing score in the rats, which was decreased by the 
standard drugs (Esc + Dip or IBU). Furthermore, in vitro, DisP increased the 
myometrial layer and promoted damage to the uterine endometrial layer, increased 
contractile reactivity and decreased relaxant in rat uterus and increased oxidative 
stress in rat uterus and ovaries. In view of these changes caused by DisP, SP 
supplementation promoted an antidysmenorrhea effect. The SP50 and SP100 groups 
in in vivo studies partially prevented the increase in uterine writhing, probably by 
promoting anti-inflammatory or antispasmodic effects, whereas in the in vitro 
parameters SP at both doses prevented the increase in the myometrial layer and 
damage to the uterine endometrial layer. , however, in the ovaries, the alga at both 
doses did not change the expression of the follicles, such effects could possibly be 
attributed to the inhibition of estrogenic effects. In the oxytocin-induced uterine 
contractile reactivity, only SP100 totally prevented the increase in potency and partially 
the maximum effect of oxytocin, suggesting that the alga may be decreasing the affinity 
of oxytocin to its receptor. When the contractile agent used was PGF2α, it was found 
that only SP100 partially prevented the increase in potency, thus suggesting that SP 
may be promoting negative effects on the affinity of PG to its receptor. Differently, in 
the electromechanical coupling of contraction against KCl, SP, at doses of 50 and 100 
mg/kg, prevented the increase in potency, in relation to the prevention of the increase 
in maximum efficacy, SP was more effective at dose 100 than at dose 100. at 50 mg/kg, 
suggesting that SP may be down-regulating the opening/activation of Cav. In 
relaxation, we found that SP (50 mg/kg) prevented the decrease in the relaxing efficacy 
of isoprenaline and nifedipine. At a dose of 100 mg/kg, SP prevented the decrease in 
the potency and relaxing efficacy of isoprenaline and nifedipine, promoted by DisP, 
this set of results suggests that SP can positively modulate targets in the uterine 
adrenergic pathway and negatively the activation of Cav. In addition, SP (50 mg/kg) 
improved oxidative stress parameters by preventing the increase in MDA levels and 
the decrease in CAT in ovaries. In SP (100 mg/kg) it prevented the increase in MDA 
and decrease in CAT and in uterus and ovaries induced by DisP, suggesting that the 
alga may be reducing/neutralizing the formation of ROS. Therefore, supplementation 
with S. platensis prevents uterine hypercontractility, as well as increased oxidative 
stress in the uterus and ovaries of rats caused by DisP and appears as an alternative 
for the treatment of DisP. 

 



 
 

 
 

Keywords: 1. Spirulina platensis. 2. Primary dysmenorrhea. 3. Oxytocin. 4. 
Prostanoids. 5. Oxidative stress. 
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1 Introdução 

 

A dismenorreia, conhecida popularmente como cólica menstrual, é o 

distúrbio ginecológico que mais acomete mulheres em idade reprodutiva e 

caracteriza-se pela presença de dores na região pélvica (KONINCKX et al., 2017). 

Baseado na fisiopatologia da doença, a dismenorreia pode ser classificada 

em dois tipos, a primária (DisP) e a secundária. A DisP é definida como cólicas 

espasmódicas dolorosas na parte inferior do abdômen, na ausência de qualquer 

doença prévia. Diferentemente, a dismenorreia secundária é originada por 

condições patológicas, como endometriose, adenomiose, miomas e doença 

inflamatória pélvica (BURNETT; LEMAYRE, 2016; FERRIES-ROWE; ARCHER, 

2020). 

Adicionalmente, a DisP acomete até 90% das mulheres jovens ou adultas e 

este é o principal motivo que impede cerca de 13-51% destas mulheres de 

realizarem normalmente suas atividades diárias, como frequentar a escola ou ir ao 

trabalho. Diante disso, esse distúrbio é considerado um problema de saúde pública 

pela Organização Mundial de Saúde (OMS) (SANCTIS et al., 2015). 

Quanto a patogênese da DisP, um dos principais mecanismos inflamatórios 

envolvidos ocorre durante o período menstrual, devido a necrose em células 

epiteliais do endométrio, resultando no aumento de substratos para ação da 

fosfolipase A2 (PLA2), que converte os fosfolipídios (fosfatidilserina e 

fosfatidilcolina) das membranas celulares em ácido araquidônico, com isso, o 

aumento na expressão de enzimas ciclo-oxigenases 2 (COX-2) em mulheres com 

DisP leva a uma superprodução de prostaglandinas (PGs), principalmente de 

PGF2α (SUN et al., 2017; SMITH, 2018). Visto isso, atribui-se à hiperprodução das 

PGs, particularmente de PGF2α, a origem do quadro de DisP (DAWOOD, 2006; 

IACOVIDES; AVIDON; BAKER, 2015). 

Mais recentemente, também vêm sendo estudado a participação das 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e espécies reativas de nitrogênio (ERNs) 

como protagonistas na fisiopatologia da DisP. O processo de hipóxia/isquemia 

ocasionado pelo aumento das ações de PGF2α promove a geração de radicais livres 

que medeiam eventos celulares, como aumento de cálcio citoplasmático [Ca2+]c e 

ativação de processos inflamatórios, como a ativação de PLA2. Além disso, EROs, 
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como o peroxinitrito (NO3
-), pode levar a ativação de COXs (TSAI; PALMER; 

KULMACZ, 1992; MARNETT et al., 1999) e inibir sintase de prostaciclina (PGI2), 

enquanto ativa a sintase de tromboxano A2 (TXA2) favorecendo assim a contração 

uterina (ZOU; MARTIN; ULLRICH, 1997; ZOU; ULLRICH, 1996). 

Atualmente, o tratamento para DisP pode ser farmacológico, realizado 

através do uso de anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs) (diclofenaco e 

ibuprofeno) e antiespasmódicos (escopolamina) (HAREL, 2012), além dos 

tratamentos não-farmacológicos como acupuntura (ARMOUR et al., 2017), 

aromaterapia (SUT; KAHYAOGLU-SUT, 2017) e a prática de exercícios físicos 

(CARROQUINO-GARCIA et al., 2019). O tratamento farmacológico com AINES é 

a primeira linha de escolha para tratar a DisP, porém, o uso prolongado desses 

medicamentos está associado ao aparecimento de diversos efeitos indesejáveis, 

como distúrbios gastrintestinais (MITTAL, 2019).  

Nesse contexto, a Spirulina platensis (SP), uma alga verde-azulada, vem 

chamando atenção devido ao seu alto valor nutricional (teor de proteínas cerca de 

70%) (ZAHRA et al., 2018). No Laboratório de Farmacologia Funcional Professor 

George Thomas/IpeFarM/UFPB, diversos estudos demonstraram efeitos 

relaxantes dessa alga em diferentes modelos experimentais de músculo liso como 

em íleo (FERREIRA, 2017), aorta (BRITO et al 2019) e corpo cavernoso (SOUZA, 

2018; DINIZ et al., 2020) de ratos Wistar. 

Ademais em útero de ratas Wistar submetidas ao treinamento de força, a 

suplementação com SP na dose de 100 mg/kg, preveniu o aumento da eficácia e a 

diminuição da potência ao KCl e ocitocina, bem como diminuiu os níveis de ânion 

superóxido (O2
-), aumentou os níveis de peróxido de hidrogênio (H2O2) e diminuiu 

a expressão das proteínas ERK 1/2, demonstrando um papel protetor da SP em 

processos fisiopatológicos envolvendo hipercontratilidade uterina como parto 

prematuro, aborto e dismenorreia (FERREIRA et al., 2021). 

Dessa forma, nesse trabalho foi implantado e padronizado um modelo de 

dismenorreia primária induzida pela administração de dietilestilbestrol e ocitocina 

em ratas Wistar, com a finalidade de contribuir com a busca de novas drogas que 

possam se utilizadas no tratamento dessa doença. Adicionalmente, foi avaliado um 

provável efeito preventivo da suplementação com SP sobre a pontuação de 

contorções in vivo, alterações funcionais, histomorfométricas e estresse oxidativo 
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em útero e ovários. Contribuindo com novas evidências científicas que demonstrem 

um potencial da SP com propriedades de saúde, especialmente frente a 

dismenorreia primária. 
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2.1 Morfologia uterina e ciclo menstrual 

 

O útero é uma das estruturas anatômicas que compõe o sistema reprodutor 

feminino e suas características estruturais podem se diferenciar entre as espécies. 

Em mulheres, este órgão se apresenta em formato de pêra, sua composição 

compreende uma formação morfológica de três camadas distintas, o perimétrio, 

miométrio e endométrio e macroscopicamente é composto pelo corpo, istmo e colo 

uterino (Figura 1) (RENDI et al., 2013). 

O perimétrio é a camada mais externa que reveste o útero e inclui um 

revestimento seroso de tecido conjuntivo; o miométrio que corresponde a porção 

intermediária uterina, é considerado a maior camada da estrutura uterina, sendo 

formada principalmente por músculo liso entrelaçado ao tecido conjuntivo; a faixa 

mais interna compreende o endométrio, composto principalmente por glândulas 

uterinas e vasos sanguíneos, com espessura variável durante o ciclo menstrual 

devido à alterações hormonais, essa porção pode ser constituída ao longo do ciclo 

por camadas musculares, vasos sanguíneos e nervos uterinos (RENDI et al., 2013; 

MYERS; ELAD, 2017). 

 

Figura 1 – Morfologia uterina humana. 

 

 

Fonte: Medicinus.net/uterus.com. Acesso em: 25 dez. 2021. 

 

Diferentemente, em outras espécies animais como em roedores, o útero se 

apresenta disposto em formato de Y, composto por dois cornos uterinos que estão 

separados em suas extremidades e se fundem na altura do corpo uterino em 
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direção à vagina. Esses cornos são rodeados por musculatura formando um 

pequeno corpo uterino, e logo abaixo é encontrado a cérvix uterina. Além disso, 

estão presentes na porção superior dos cornos uterinos as tubas e os ovários 

(Figura 2) (HASCHEK; ROUSSEAUX; WALLIG, M., 2010; WRAY; 

PRENDERGAST, 2019). 

 

Figura 2 – Morfologia uterina de ratas. 

 

Fonte: Adaptado de Biorender.com. Acesso em: 25 dez. 2021. 

 

Nas ratas, o útero possui as mesmas camadas do órgão em humanos, o 

perimétrio, miométrio e endométrio. Embora estruturalmente existam diferenças na 

organização do sistema reprodutor feminino de roedores para o de humanos, suas 

composições celulares e teciduais são semelhantes. Ademais, uma das principais 

diferenças observadas estruturalmente ocorre no miométrio, que em ratas o 

músculo liso está disposto em duas camadas uma longitudinal externa e uma 

circular interna, o que promove um padrão de contrações diferenciados 

(MICHALAKIS; SEGARS, 2010; RIBEIRO, 2013). 

O ciclo uterino ou ciclo menstrual, reflete as mudanças ocorrida 

principalmente no endométrio e ovários pela ação dos hormônios estradiol ou 

progesterona. Cada ciclo em mulheres dura cerca de 28 dias, e é compreendido 

em três fases: menstrual, proliferativa e secretora, sendo a fase menstrual 

caracterizada pela descamação do endométrio com ruptura dos vasos sanguíneos, 

desencadeando o fluxo menstrual. Já na fase proliferativa, o endométrio está 

espesso e observa-se o desenvolvimento de artérias espirais e dos vasos 

sanguíneos rompidos. Na fase secretora, a parede interna do útero apresenta-se 
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na sua maior espessura com amplo desenvolvimento de glândulas, preparando o 

útero para recepcionar o embrião (MICHALAKIS; SEGARS, 2010). 

Já em ratas, o ciclo uterino é chamado de ciclo estral, com duração de cerca 

de quatro a cinco dias em média, ocorrendo durante a puberdade dos animais por 

volta da 32ª semanda de idade, podendo variar entre as espécies. As fases deste 

ciclo são divididas em proestro, estro, diestro e metaestro, podendo ser 

diferenciadas quanto a predominância de tipos celulares diferenciados no fluido 

vaginal dos animais ou padrões comportamentais das ratas (MULLER, 2007; 

DIXON et al., 2014). 

O ciclo estral se inicia pela fase do proestro, com duração de cerca de 12 

horas, que é representada pela presença majoritária de células epiteliais nucleadas 

no útero. A segunda fase é o estro, tem duração em torno de 24 horas, e é 

corresponde ao período em que a fêmea apresenta mudanças comportamentais 

como por exemplo, maior receptividade ao macho, e no seu fluido vaginal, observa-

se o predomínio de células queratinizadas anucleadas. Na continuidade do ciclo, 

caso não aja concepção, a terceira fase é o metaestro, durando entre 24 e 48 horas, 

em que se observa principalmente a proporção equivalente de células epiteliais, 

queratinizadas e leucócitos. Já na última fase do ciclo, o diestro, dura 24 horas, e 

há predominância de uma grande quantidade de leucócitos, células epiteliais e 

muco (MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002; VILELA; SANTOS-JUNIOR; 

SILVA, 2007; CARRASCO-GARCIA et al., 2019). 

O ciclo estral é regulado pela ação dos hormônios progesterona e estradiol, 

semelhante como ocorre nas mulheres, o que caracteriza as modificações 

estruturais observadas no epitélio vaginal de ratas em cada uma de suas fases 

durante o seu ciclo uterino. Observa-se em cada uma das fases do ciclo uma 

variação desses hormônios, em que durante o proestro, o nível de estrogênio 

apresenta-se aumentado e os folículos ovarianos aumentam de forma rápida.  

Durante o estro, no período entre 10 e 12h após o aumento do hormônio 

luteinizante, ocorre a ovulação. Quando não há copulação dos animais, os corpos 

lúteos secretam uma pequena quantidade de progesterona, mas quando há 

acasalamento, os óvulos são fertilizados pelos espermatozoides e a vida lútea se 

estende por toda a primeira metade da gravidez e sua gestação dura em cerca de 

21 dias (PACCOLA et al., 2013; ARITONANG et al., 2017). Assim, devido ao curto 
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período do ciclo uterino de ratas e as grandes similaridades com o ciclo de 

mulheres, as ratas se caracterizam como um modelo experimental atraente para 

investigação das alterações no sistema reprodutor feminino (TROINA, 2008). 

 

2.2 Contração e relaxamento do músculo liso uterino 

 

O miométrio é a maior camada uterina e é composta majoritariamente por 

músculo liso, estando organizada morfologicamente em camadas circulares e 

longitudiais, acomodadas de forma perpendicular umas às outras. A apresentação 

de formas indefinidas na composição do miométrio, permitem ao útero durante a 

contração se apresentar de diversas formas. No período da gravidez este órgão se 

adapta para correta acomodação do feto, porém, com o início do trabalho de parto 

se contrai ritmicamente para expulsar o feto e a placenta (HUSZAR; NAFTOLIN et 

al., 1984; O´BRIEN, 2011). 

Além disso o miométrio uterino é composto por fibras musculares lisas, 

constituídas por células em formato de fuso, que apresentam um núcleo 

centralizado em suas estruturas e um tamanho de cerca de 100 μm de comprimento 

e um diâmetro de 2-10 μm e estão densamente compactadas com miofilamentos e 

corpos densos associados, que ocupam 80-90% do volume celular e constituem a 

maquinaria contrátil uterina (SOMLYO; SOMLYO, 1994; MORGAN; 

GANGOPADHYAY, 2001; GUNST; ZHANG, 2008). 

As células do músculo liso estão inseridas na matriz extracelular que é 

composta por fibras de colágeno, posicionadas estreitamente opostas em um 

ângulo reto entre si, além disso, estão presentes membranas celulares que estão 

fortemente aderidas entre si, dessa forma, proporcionando a transmissão de forças 

de contração de célula para célula (CSAPO, 1962; ALBERTS et al., 1989; WEBB, 

2003). 

Diante disso, a contração muscular lisa se fundamenta na interação entre os 

filamentos de actina e miosina, que consiste na ligação cíclica da porção globular 

da miosina com a actina, seguida por uma mudança do ângulo de orientação do 

complexo actino-miosina, permitindo o deslizamento de um filamento sobre o outro 

(HUXLEY; NIEDERGERKE, 1954; KOEPPEN; STANTON, 2009). 
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As proteínas actinas e miosinas de forma semelhante a outros tecidos 

musculares, são as proteínas predominantes expressas no músculo liso uterino. No 

tecido uterino, há cerca de 6 vezes mais actina do que miosina. Os miofilamentos 

são classificados de acordo com seu diâmetro em filamentos finos com diâmetro 

de 6 - 8 nm que compõem a porção globular monomérica da actina e em filamentos 

grossos com 15–18 nm de diâmetro são compostos de miosina. Nesse sentido, os 

filamentos de actina e miosina se dispõem paralelamente e na dimensão 

longitudinal da célula (WORD et al, 1993). 

O miométrio é um músculo liso espontaneamente ativo (miogênico), capaz 

de produzir contrações regulares sem estímulos hormonais ou nervosos. As 

contrações do miométrio são de natureza bifásica, apresentando um padrão de 

ciclos de contrações discretas e intermitentes com amplitude frequência e duração 

variadas (WRAY, 1993; BURDYGA; WRAY; NOBLE K., 2007). 

O músculo liso uterino por ter uma contração bifásica, apresenta uma 

contração fásica inicial (contração transitória rápida [< 30 s]), e posteriormente uma 

contração tônica sustentada (contração de manutenção lenta), desenvolvendo-se 

lentamente e se mantendo durante o período de ação do agente contrátil 

(BYTAUTIENE et al., 2003; BROWN et al., 2007). 

Como em todos os músculos lisos, para a contração uterina, precisa haver 

interação significativa entre a actina e miofilamentos de miosina no miométrio. As 

contrações uterinas são desencadeadas por aumentos transientes na 

concentração de cálcio citoplasmática [Ca2+]c, que se iniciam e são controlados 

pelos potenciais de ação miometrial (GARFIELD; SIMS; DANIEL, 2009; SANBORN, 

2010). 

Alguns mecanismos são responsáveis por regular o padrão de contração do 

miométrio, nas contrações fásicas também conhecidas como transitórias e nas 

tônicas ou sustentadas, o aumento na [Ca2+]c regula essas contrações (AGUILAR; 

MITCHELL, 2010). A contração fásica se inicia pela liberação de Ca2+ dos estoques 

intracelulares, por meio da ação do 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3), diferentemente 

a contração tônica é iniciada por um influxo de Ca2+ advindas do meio extracelular 

através dos canais de cálcio dependentes de voltagem (Cav) (PHILLIPPE, 1994).  

O acoplamento excitação-contração no músculo liso uterino que é composto 

pelos mecanismos eletromecânico e farmacomecânico de contração. O 
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acoplamento eletromecânico se inicia a partir de uma mudança no potencial de 

repouso nas células musculares lisas, promovendo a despolarização da membrana, 

o que desencadeia o influxo de Ca2+ pelos canais de cálcio dependentes de 

voltagem (Cav) e, promove a contração uterina (Figura 3). A despolarização que 

ocorre nesse mecanismo, pode ser desencadeada normalmente pelo aumento da 

concentração extracelular do íon potássio ([K+]e) bem como também, indiretamente 

pela ação de agonistas que promovem acoplamentos mistos (eletro e 

farmamecânico), como por exemplo a ocitocina, que ao se ligar ao seu receptor 

desencadeiam perturbações na membrana celular (BLANKS; THORNTON, 2013). 

 

Figura 3 – Esquema do acoplamento eletromecânico da contração muscular lisa pelo 
aumento da concentração extracelular de K+. 

 

 

(1) Durante o repouso, o gradiente eletroquímico favorece o efluxo de íons K+ através de 
seus canais de vazamento, deixando a região perimembranar interna das células 
musculares lisas polarizadas negativamente; (2) um aumento na [K+]e diminui o efluxo 
desses íons, havendo acúmulo de cargas positivas na região perimembranar interna; a 
célula despolariza, ocasionando a ativação dos CaV que leva ao influxo de Ca2+ com 
consequente contração.  

 
Fonte: Autor, 2022. 

Como relatado anteriormente, o miométrio tem a capacidade de contrair 

independente da ação de hormônios ou do sistema nervoso, por apresentarem em 

suas estruturas células marcapassos capazes de conduzirem e apresentarem 

1) 2) 
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propriedades elétricas (WRAY et al., 2001). Porém, um dos principais mecanismos 

para conduação da contração uterina, envolve a geração do potencial de ação, 

proveniente do aumento transitório de íons livres através da membrana plasmática, 

especialmente o Ca2+ através dos Cav (GRUBER; O’BRIEN, 2011). 

Visto isso, os canais Cav são a família de canais majoritariamente envolvidos 

com o influxo de Ca2+ no miométrio. Estruturalmente estes canais são complexos 

hetero-oligoméricos, compostos por subunidades, na qual a subunidade α1 é a 

formadora de poros e fornece sítio de ligação para os agonistas e antagonistas 

(ARROWSMITH; WRAY, 2014). 

A família de CaV, podem ser subdivididos em 3 subtipos: CaV1 (Cav do tipo 

L), sensíveis à di-hidropiridina e ativados por alta voltagem, estes canais 

estruturalemente são formados por 5 subunidades (α1, α2, β, δ e γ). Além disso, os 

Cav, podem ser subdividos, em CaV1.1, CaV1.2, CaV1.3 e CaV1.4, sendo o 1.2 o 

principal canal expresso nas musculaturas lisas. Nesse sentido, todos os 

bloqueadores de canais de cálcio empregados na clínica, como anlodipino ou 

nifedipino apresentam seu mecanismo de ação, bloqueando os CaV1, desta forma, 

estes são canais extremamente importantes pois podem estra envolvidos em 

diversos processos fisiopatológicos. Já os CaV2, que são canais insensíveis à di-

hidropiridina, podem ser ativados por alta voltagem, e estão envolvidos 

principalmente na condução sináptica, estes canais podem ser subdivididos em 

CaV2.1, CaV2.2 e CaV2.3. Adicionalmente os CaV3, também são insensíveis à di-

hidropiridina e podem ativados por uma baixa tensão, estes tipos de canais estão 

presentes majoritariamente em neurônios e se subdividem em CaV3.1, CaV3.2 e 

CaV3.3 (WILLIAMS et al., 1992; PEREZ-REYES et al., 1998; CRIBBS et al., 1998; 

LEE et al., 1999; CATTERALL, 2011; ZAMPONI et al., 2015). 

No miométrio uterino estão expressos dois tipos de canais de Ca2+: o CaV1 

que apresenta abertura de longa duração, e o Cav2 com abertura transitória (HAHM 

et al., 2009). Porém, é descrito que o canal de Cav1 é a principal fonte de entrada 

de Ca2+ para contração do miométrio tanto de humanos como também de ratas 

(WRAY et al., 2021). 

Estes canais podem ser abertos por uma despolarização de membrana, 

durante o potencial de ação, resultando em influxo do Ca2+ (figura 3). Além disso, 

alguns estudos demonstram que a estimulação da ocitocina nos seus receptores 
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OT em células do miométrio, promovem uma pequena perturbação na membrana 

da célula desencadeando uma leve despolarização na membrana, que é suficiente 

para abrir os canais Cav1, assim aumentando o influxo de Ca2+ na célula, levando 

a contração uterina (ARROWSMITH; WRAY; 2014). 

Outra forma de contração do miométrio uterino, ocorre através do 

acoplamento farmacomecânico (Figura 4), esse evento ocorre através da ligação 

de agonistas aos receptores acoplados a proteína G (GPCRs), como por exemplo 

a ocitocina, através dos receptores OT, ou prostanoides contráteis, como a 

prostaglandina F2 alfa (PGF2α) se ligando aos seus receptores FP, dessa forma 

levando a ativação da cascata do inositol através das proteínas Gq/11, estimulando 

a liberação de Ca2+ do retículo sarcoplasmático ou via ativação direta dos CaV 

presentes na membrana plasmática, desencadeando o processo de contração do 

músculo liso (TAGGART; MORGAN et al., 2007). 

 

Figura 4 – Mecanismo de contração do miométrio uterino induzido pela ocitocina, 
estrogênio e progesterona. 

 

Mecanismos de sinalização hormonal promovido pelo estrogênio, progesterona e ocitocina 
no miométrio levando à contração. As setas vermelhas indicam vias de sinalização com 
participação direta na [Ca2+], enquanto as setas roxas indicam vias independentes da 
sinalização do Ca2+ para a contração, incluindo a via de sensibilização ao Ca2+. As setas 
verdes indicam as vias genômicas/transcricionais que promovem a contração uterina e as 
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setas azuis indicam aquelas que as inibem a contração. As linhas tracejadas indicam vias 
que os mecanismos ainda não foram totalmente elucidados.  
Abreviaturas: CaM, calmodulina; CAP, proteína associada à contração; CPI-17, proteína 
inibitória da fosfatase potenciada pela proteína quinase C de 17 kDa; Cx43, conexina 43; 
DAG, diacilglicerol; E2, estrogênio; ERα, receptor alfa de estrogênio; IP3, inositol 1,4,5-
trisfosfato; MLCK, cinase de cadeia leve de miosina; MLCP, fosfatase da cadeia leve de 
miosina; OT, ocitocina; OTR, receptor de ocitocina; -P, fosforilado; P4, progesterona; PIP2, 
4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol; PKC, proteína cinase C; PLC-β, fosfolipase C beta; PR-
A / B, receptor A / B da progesterona; RhoA, família homóloga de Ras membro A; ROCK, 
cinase associada à Rho; SLO2.1, canal de vazamento de potássio ativado por sódio, de 
alta condutância; SOCE, entrada de cálcio operada por estoques; SR, retículo 
sarcoplasmático; TRP, canal potencial do receptor transiente; VOCC, canal de cálcio 
operado por voltagem. 

 

Fonte: Adaptado de WRAY; ARROWSMITH, 2021. 

 

 Após a liberação do IP3, este estimula a liberação de Ca2+ do retículo 

sarcoplasmático (RS) através dos receptores de IP3 (IP3R). Assim, o Ca2+ liberado 

do retículo ativa o receptor de rianodina (RyR) aumentando ainda mais a liberação 

de Ca2+ deste estoque para o citoplasma, dessa forma o aumento de Ca2+ induz o 

translocamento da proteína cinase C (PKC) para a membrana plasmática, onde 

ativada pelo DAG, esta proteína no seu estado ativado, fosforila proteínas-alvo 

específicas, dentre estas os Cav, culminando com o aumento do influxo de Ca2+ 

(SANBORN et al., 1998; BERRIDGE, 2012).  

A contração uterina pode ser desencadeada seja pelo acoplamento eletro ou 

farmacomecânico, pelo aumento de Ca2+ que permite que estes íons se liguem a 

quatro sítios de ligação na calmodulina, promovendo uma mudança conformacional 

fazendo com que o complexo cálcio-calmodulina possa interagir com a cinase da 

cadeia leve de miosina (MLCK), resultando na sua ativação. Esta proteína quando 

ativada, fosforila a cadeia leve da miosina (MLC), promovendo mudanças 

conformacionais na MLC, ativando a sua subunidade ATPásica, levando a 

interação actina-miosina, resultando na geração da contração (SAKURADA, SETO, 

SASAKI, 1998; SAKURADA et al., 2003). 

Outra via alternativa que contribui para a contração do músculo liso (Figura 

4), é a via de sensibilização ao Ca2+, esta se inicia a partir da modulação positiva 

de agentes por exemplo como a ocitocina ativando às proteínas G12/13 levando a 

ativação da proteína G monomérica RhoA e a sua cinase associada (ROCK) (HORI; 

KARAKI, 1998). Esse processo ocorre através da modulação positiva direta ou 

indireta do fator de troca de nucleotídios de guanina da RhoA (RhoGEF), que por 
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sua vez, ativam a RhoA (SOMLYO; SOMLYO, 2003; CHEN et al., 2019). A pequena 

proteína RhoA-GTP promove a ativação da ROCK, e esta fosforila a MLCP, 

tornando-a inativa, resultando na intensificação da ativação da MLC induzida pela 

MLCK e, dessa forma, na manutenção da contração do músculo liso (KIMURA et 

al., 1996). 

Alguns outros hormônios também exercem um papel importante na 

contratilidade do miométrio uterino, como por exemplo, o estrogênio e a 

progesterona (Figura 4) que através dos seus efeitos genômicos, principalmente o 

estrogênio podem regular positivamente a expressão de proteínas com papel 

importante na contração uterina como, receptores da ocitocina e PGF2α, proteínas 

associadas a contração como, proteínas da via de sensibilização ao Ca2+ como as 

Rho-RoCK, além da cinase da cadeia leve da miosina ademais mais recentemente 

vêm sendo relatado modulação positiva desse hormônio, frente a expressão dos 

Cav (WRAY; ARROWSMITH, 2021). 

Já a progesterona apresenta um efeito dual, mas principalmente atua 

estimulando o relaxamento uterino, porém, este hormônio através de mecanismos 

de autoregulação, inibe os seus efeitos sobre os receptores do tipo B, dessa forma, 

desencadeando um aumento na atividade estrogência e ocasiona estímulos 

positivos na contração uterina (WRAY; ARROWSMITH, 2021). 

Além disso, a formação de prostanoides como as prostaglandinas (PGs), 

podem levar a contração do útero. Estes compostos estimulam o aumento da [Ca 

2+]c, e em desordens uterinas como a dismenorreia primária, observa-se um 

aumento na expressão de ciclooxigenases 1 e 2 que levam a formação destas, 

além disso há aumento na produção de ácido araquidônico em mulheres durante o 

período menstrual (HAREL, 2012; MORROW; NAUMBURG, 2019). 

Ademais, estímulos como aumento de Ca2+ podem ativar a PLA2 e esta irá 

clivar fosfolipídios de membrana (fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina) liberando 

o ácido araquidônico (AA), que é convertido pelas enzimas ciclo-oxigenases 

(COXs) 1 e 2 em endoperóxidos de prostaglandinas, como a prostaglandina G 2 

(PGG2). Posteriormente, podendo ser reduzida à prostaglandina H2 (PGH2), e por 

ação da sintase de prostaglandina E2 poderá gerar a PGE2, ou sofrenfo ação da 

sintase de prostaglandina F2α, gerando PGF2α. Após serem formadas ambas irão 

se ligar aos seus receptores EP1 ou EP3 e FP, respectivamente, estes receptores, 
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são receptores metabotrópicos e se acoplam às proteínas Gq/11, e levam a 

contração da musculatura lisa uterina (HERINGTON et al., 2018; FISCHER et al., 

2020). 

As principais PGs expressas no útero são a PGF2α e a PGE2, a PGE2 

apresenta atividade dual, dependendo do estado em que úetro se apresenta, 

podendo levar ao relaxamento do miométrio, quando útero é não grávido, bem 

como sua contração, quando este está grávido. Devido a variação das quatro 

isoformas de seu receptor, durante as fases uterinas, já a PGF2α estimula a 

contração uterina por meio do aumento dos íons Ca2+ no citosol uterino (WRAY; 

ARROWSMITH, 2012). 

No relaxamento uterino, como o aumento da [Ca2+]c é responsável pela 

contração, a diminuição destes íons é necessária para o relaxamento do miométrio, 

o relaxamento uterino pode ocorrer através do mecanismo eletromecânico 

(repolarização ou hiperpolarização da membrana), ou mesmo pelo mecanismo 

farmacomecânico (ativação de receptores de membrana que inibem as vias de 

contração ou induzem relaxamento) (WOODRUM; BROPHY, 2001) 

O relaxamento no acoplamento eletromecânico ocorre principalmente pela 

abertura de canais de K+, os quais regulam o potencial de membrana e a 

excitabilidade da célula. A expressão desses canais pode ser regulada 

positivamente pela progesterona, dessa forma os canais de K+ permitem a 

condução dos íons K+ através da membrana plasmática a favor do seu gradiente 

eletroquímico promovendo a manutenção do potencial de membrana das células 

no seu estado de repouso, estimado entre -35 e -60 mV (KNOT; BRAYDEN; 

NELSON, 1996; WRAY; ARROWSMITH, 2021). 

Já o relaxamento por meio do acoplamento farmacomecânico, ocorre via 

ativação de receptores GPCRs, especificamente, acoplados à proteína Gs que 

promovem a ativação da enzima ciclase de adenilil (AC), que no seu estado ativa, 

hidrolisa e cicliza o trifosfato de adenosina (ATP), transformando-o em monofosfato 

cíclico de adenosina (cAMP), que por sua vez ativa a proteína cinase dependente 

de cAMP (PKA), esta proteína ativada promove a fosforilação de diversos alvos 

resultando em diminuição de Ca2+ intracelular (TAYLOR et al., 2013). 

A PKA tem como alvos os canais de K+, trocador Na+/Ca2+, Ca2+-ATPase da 

membrana plasmática (PMCA) e do retículo sarcoplasmático (SERCA), a ativação 



47 

Lacerda-Júnior, 2022                                                    2 Fundamentação teórica 
 

 
 

desses alvos desencadeia hiperpolarização e bloqueio direto de CaV. Além desses 

alvos a PKA fosforila e inibe a MLCK, promovendo dessa forma o relaxamento do 

músculo liso (Figura 5) (TAYLOR et al., 2013; HOLLINGSWORTH et al., 2020). 

 

Figura 5 – Mecanismo farmacomecanico de relaxamento no músculo liso uterino induzido 

pelas vias efetoras do cAMP e cGMP. 

 

 

(1). O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmática; (2) a 
proteína Gs troca GDP por GTP na sua subunidade α (não representado na figura), 
tornando-se ativa; (3) a subunidade Gαs-GTP ativa a AC; (4) a AC converte o ATP em 
cAMP; (5) o NO gerado tanto dos nervos como das células epiteliais estimula a atividade 
da sGC; (6) a sGC converte o GTP em cGMP; (7) os nucleotídios cíclicos, cAMP e cGMP, 
ativam suas respectivas proteínas cinases, PKA e PKG. Ambas as proteínas cinases 
fosforilam vários substratos: (8) ativam os canais de K+; (9) inibem os CaV; (10) aumentam 
a atividade da SERCA e da PMCA; (11) ativam o NCX; (12) A PKG inibe os IP3R. Todos 
esses mecanismos diminuem a [Ca2+]C; (13) inibem a MLCK, reduzindo sua afinidade pelo 
complexo 4Ca2+-CaM. Esses mecanismos impedem a fosforilação da MLC e, resultam, na 
interação entre os filamentos de miosina e os de actina, desencadeando o relaxamento do 
músculo liso. 

 
Fonte: Autor. 2022. 
 

O relaxamento uterino também pode ocorrer via ação do óxido nítrico (NO), 

este gás é amplamente distribuído e tem muitas funções, podendo regular o 
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relaxamento muscular liso e participar de outros processos celulares como, 

processos oxidativos e apoptose. O NO é uma molécula de sinalização celular 

chave, produzida através da via da L-arginina, NO sintase ou por meio de vias 

alternativas enzimáticas e não enzimáticas do nitrato-nitrito-NO. Sua síntese pode 

ocorrer durante um processo de oxidação de aminoácidos promovido pela sintase 

do NO (NOS), presente nas células do miométrio, a partir de L-arginina utilizando 

como co-fatores nesta reação, tetrahidrobiopterina (BH4), fosfato de dinucleotídio 

de nicotinamida e adenina (NADPH), flavina adenina dinucleotídio (FAD), flavina 

mononucleotídeo (FMN) e grupo heme (TELFER et al., 1995; NORMAN, 1996). 

O NO é identificado com um dos fatores relaxantes derivado do endotélio e 

pode também ser produzido pelo epitélio, ou através dos nervos. A enzima que 

promove a produção do NO no miométrio a NOS pode ser dividida em 3 isoformas, 

a induzida (iNOS), a neuronal (nNOS) e a endotelial (eNOS). A nNOS é constitutiva 

e pode está presente em diversos tecidos como, células neuronais, células 

epiteliais, sistema nervoso central e periférico e nos nervos NANC, bem como em 

outros locais. A ativação dessa enzima ocorre mediante formação do complexo 

cálcio-calmodulina para ser ativado. A isorforma iNOS, ela é induzida mediante 

processos celulares que promovam aumento de citocinas e lipopolissacarídeos, em 

geral situações de injúria, já a eNOS é uma isoforma constitutiva e está presente 

no endotélio dos vascular (TELFER et al., 1995; SCOTT; TREMBLAY; BROCHU; 

ST-LOUIS, 2007). 

O mecanismo de sinalização do NO, é realizado após este gás atravessar a 

membrana plasmática e promover na célula muscular lisa sua ligação a ciclase de 

guanilil solúvel (sCG), promovendo sua ativação. Quando esta enziam está ativa, 

promove a clivagem e ciclização do trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato 

cíclico de guanonisa (cGMP), este por sua vez ativa a PKG que fosforila diversos 

alvos (Figura 5) (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980). 

Visto que diversas vias podem regular a contração e o relaxamento uterino, 

e desregulações em passos dessas sinalizações podem estar envolvidas em 

processos fisiopatóligos envolvendo o sistema reprodutor feminino, como por 

exemplo a dismenorreia, neste contexto, destaca-se a importância de aprofundar 

os estudos nesse órgão, a fim de compreender os eventos que possam estar 
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envolvidos na patogênese desse distúrbio, bem como buscar novas substâncias 

que possam ser aplicadas no tratamento ou prevenção dessa doença. 

 

2.3 Dismenorreia primária 

 

A dismenorreia (DisP) popularmente conhecida como cólica menstrual, é um 

distúrbio que acomete as mulheres durante o período menstrual, a qual é designada 

o termo “menstruação dolorosa”. Clinicamente a dismenorreia se caracteriza pelo 

aparecimento de dor pélvica em mulheres, esse distúrbio acomete cerca de 90% 

das mulheres mundialmente (JU et al., 2014; MORROW et al., 2019). 

Nesse sentido, essa doença caracteriza-se como um problema que pode 

limitar as atividades diárias realizadas pelas mulheres, durante o seu período 

menstrual. Os principais sintomas clínicos apresentados associados a esse 

distúrbio são, dor pélvica e abdominal inferior, dores nas costas, além de sintomas 

adicionais como náuseas, vômitos, inchaço e diarreia. O desenvolvimento desses 

sintomas, são considerados limitantes, visto que na maioria das vezes estão 

fortemente associados às ausências no trabalho e na escola, prejudicando a 

realização das atividades diárias pelas mulheres (IACOVIDE; AVIDON; BAKER., 

2015; KULMANN et al., 2019).  

A dismenorreia é considerada um distúrbio frequentemente subnotificado e 

subtratado, que pode ser classificado em dismenorreia primária (DisP) e 

secundária. Essa classificação se baseia na identificação ou não da causa 

etiológica no aparecimento da dor pélvica. Sendo a DisP, definida pelo 

aparecimento da dor pélvica sem associação a anormalidades ou causa 

subjacentes, já a dismenorreia secundária, o aparecimento da dor pélvica está 

associado ao acometimento das mulheres por outros distúrbios como, 

endometriose, miomas e doenças pélvicas inflamatórias (OSAYANDE; MEHULIC, 

2014). 

Adicionalmente a DisP primária são dores pélvicas, que se iniciam 

imediatamente antes e/ou durante a menstruação, o início desse distúrbio 

geralmente ocorre na adolescência, podendo também se iniciar logo após (6-24 

meses) da menarca. O apareciemento da dor normalmente tem um padrão 

temporal previsível para a maioria das mulheres, começando pouco antes ou no 
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início da menstruação. A dor pode durar de 8 - 72 horas, sendo mais intensa nas 

primeiras horas/primeiro dia do seu aparecimento (PROCTOR et al., 2002; RUOFF; 

LEMA, 2003). 

Alguns fatores podem estar associados ao aparecimento ou piora da DisP, 

como o tabagismo, início precoce da menarca, obesidade, consumo de álcool, 

fatores genéticos e fatores psicológicos como estresse, ansiedade e depressão. 

Quanto a gravidade a dor dismenorreica pode diminuir sua intensidade, muitas 

vezes após o parto e com o aumento da idade. Visto que diversos fatores de riscos, 

já são apontados para o aparecimento da DisP, dados controvérsios e ainda pouco 

estudados demonstram a nessecidade da busca por mais estudos para aprofundar 

a compreensão desses fatores tanto ambientais e genéticos para DisP. (SUNDELL 

et al., 1990; MESSING et al., 1993; PARAZZINI et al., 1994; JUANG et al., 2006; 

JU et al., 2014). 

A fisiopatologia da doença ainda não é totalmente esclarecida, mas as 

teorias mais aceitas demonstram um papel importante do aumento nos níveis de 

prostaglandinas liberadas pelo endométrio durante a menstruação. O início da 

menstruação, promove apoptose das células endometriais que fornece substrato 

aumentado para o processo de síntese de PGs, quando a PLA2 converte os 

fosfolipídios das membranas celulares em ácido araquidônico, que por ação da 

COX-2, leva ao aumento principalmente de PGE2 e PGF2α (PAN et al., 2014; SUN 

et al., 2017; SMITH, 2018) 

Visto isso, acredita-se que a alteração dos níveis hormonais durante o ciclo 

menstrual pode regular a estabilidade das camadas uterinas, um dos hormônios 

que regulam a atividade uterina, é a progesterona, é bem descrito que níveis 

elevados de progesterona tendem a inibir as ações das metaloproteinases (MMPs), 

enquanto níveis diminuídos desse hormônio tendem a estimular a atividade dessas 

enzimas (DAWOOD, 1995; HOFMEYR, 2010). 

Nesse contexto, com a diminuição da progesterona que acompanha a 

regressão do corpo lúteo na fase lútea tardia do ciclo menstrual resulta na 

estimulação das metaloproteinases endometriais, as MMPs reguladas 

positivamente degradam o tecido endometrial, liberando fosfolipídios da membrana 

celular, promovendo a liberação de substrato para ação das fosfolipases uterinas 

como a PLA2 que convertem os fosfolipídios disponíveis em ácido araquidônico, 
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que é então convertido em PGs como PGE2 e PGF2α e tromboxano, via pela ação 

das ciclooxigenases. Notavelmente, a expressão de COX-2 é maior durante a 

menstruação, e os produtos finais formados (PGE2 e PGF2α) se apresentam 

aumentados nas secreções menstruais em mulheres com DisP, quando 

comparadas a mulheres saudáveis (Figura 6) (AGÚNDEZ et al., 2015; FOLABOMI 

et al., 2018). 

 

Figura 6 – Regulação da produção de prostaglandinas pela progesterona no útero 

 

 

           
(A). A diminuição dos níveis de progesterona durante a menstruação, leva a ativação de 
metaloproteinases uterinas presentes no endométrio. A ativação dessas enzimas promove 
a clivagem da matriz extracelular do endométrio, resultando na liberação de fosfolipídeos 

A) 

B) 
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de membrana. (B) A PLA2 atua sobre os fosfolipídeos liberados, convertendo-os em ácido 
araquidônico, que serve como substrato para ação das ciclooxigenases, promovendo a 
formação principalmente de prostaglandinas PGE2 e PGF2α. 

 
Fonte: Adaptado de OLADOSU; HELLMAN, 2018. 

 

A formação das prostaglandinas, estão envolvidas na patogênese da 

dismenorreia primária, a PGF2α estimula potente constrição dos vasos sanguíneos 

uterinos, exibindo uma particular importância na etiologia deste distúrbio (RUAN; 

ZHOU; CHAN, 2011). Entretanto, a PGE2 pode estimular a contração ou 

relaxamento uterino, essa variação do seu efeito depende do subtipo de receptor 

que irá se ligar (BREYER et al., 2001), além disso, esta prostaglandina promove 

indução adicional da dor (BLEY et al., 1998). O aumento contratilidade uterina, 

mediante atuação dessas substâncias aumenta a pressão uterina, desencadeando 

hipóxia, isquemia local e podendo levar a sensibilização dos nervos periféricos por 

ativarem nociceptores, levando à estimulação dolorosa (DAWOOD, 2006). 

Adicionalmente, outros agentes também regulam a contratilidade miometrial, 

como ocitocina e vasopressina, estudos já demonstraram um aumento nos níveis 

plasmáticos desses hormônios, em mulheres com dismenorreia (MECHSNER et 

al., 2010). Além da contração uterina, esses agentes podem também provocar 

vasoconstrição em pacientes com dismenorreia, dessa forma podendo contribuir 

com o processo de isquemia e hipóxia nos quadros de dismenorreia (AKERLUND, 

1993). 

Nesse sentido, estudos relatam a expressão dos receptores de ocitocina 

(OT) aumentados em quadros de DisP, desencadeado pelo aumento nos níveis de 

estrogênio, que por via transcricional aumentam sua expressão, desencadeando 

aumento da contratilidade uterina, e modulando através da ativação dos receptores 

OT a regulação positiva da PLA2 e da COX-2, gerando a formação de PGs 

principalmente, da PGF2α pelas células endometriais, que são armazenadas em 

depósitos localizados no endométrio uterino (WILSON; LIGGINS; WHITTAKER, 

1988; BURNS et al., 2001; ARROWSMITH, 2021). 

Nesse contexto, recentemente vem sendo descrito um papel importante do 

estresse oxidativo na fisiopatologia da DisP. Os mecanismos envolvidos no 

desbalanço do estresse oxidativo como um dos reguladores da patogênese da 

DisP, ainda é recente, portanto, alguns passos nessa sinalização ainda não são 
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bem descritos e alguns estudos apresentam controvérsias nesses aspectos. A 

maioria das pesquisas relatam que o processo de isquemia e hipóxia induzida 

durante a contração uterina aumentada em quadros de dismenorreia, promovem à 

diminuição do fluxo sanguíneo para o miométrio e esse evento pode desencadear 

o acúmulo de radicais livres, como as EROs (SIRMALI et al., 2007; DIKENSOY et 

al., 2008). 

Os radicais livres são os produtos de reações biológicas e a superprodução 

de EROs tem sido implicada na patogênese da dismenorreia. O oxigênio é um 

elemento necessário para a vida, e o metabolismo oxidativo representa a principal 

fonte de energia para as células. Os sistemas biológicos apresentam defesas 

contra a geração de EROs exacerbadas, em que na fisiologia uterina, gera-se um 

equilíbrio adequado entre pró-oxidantes e antioxidantes. A geração do desbalanço 

oxidativo, ocorre mediante por exemplo, a geração de EROs excessivas ou quando 

os mecanismos de defesa antioxidantes estão desregulados (TURHAN et al., 2013; 

SANTANAM et al., 2013; SZMIDT et al., 2020). 

Nesse sentido, as EROs mais estudadas e conhecidas envolvidas na 

sinalização de processos celulares são o ânion superóxido (O2
−), radical hidroxila 

(OH), peróxido de hidrogênio (H2O2) e o peroxinitrito (ONOO-). Esses radicais livres 

são instáveis e altamente reativos, mas podem se tornar estáveis reagindo com 

elétrons de lipídios, ácidos nucléicos, proteínas e carboidratos por exemplo, 

causando uma cascata de reações, sendo uma das mais conhecidas dessas 

reações a peroxidação lipídica, que pode resultar em danos celulares capazes de 

promover doenças. Dessa forma, em condições fisiológicas no organismo existem 

mecanismos antioxidantes não enzimáticos e enzimáticos, que visam regular a 

geração e combater o excesso dos radicais livres. Os antioxidantes enzimáticos 

incluem a superóxido dismutase (SOD) que promove a dismutação do ânion 

superóxido levando a formação de H2O2, a glutationa peroxidase (GPx) que 

removem o peróxido de hidrogênio (H2O2) de forma indireta, usando-o como 

substrato para a oxidação de glutationa reduzida (GSH), e a catalase enzima que 

catalisa a decomposição direta do peróxido em oxigênio e água. Já os antioxidantes 

não enzimáticos são compostos sintéticos ou suplementos alimentares, como 

vitamina C, vitamina E, β-caroteno, selênio e zinco que reduzem as EROs no 

organismo (PIERCE et al., 2004; LU et al., 2018). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165037813001253?casa_token=5FMVl9lC_ekAAAAA:Ys6vLNPWnkC3pCsJeJuqHHPdok6O18sOIC_kZh1UN_MmSk2EtzYQHBElbsOnjd2Zi4c9bfM5fcc#bib0145
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165037813001253?casa_token=5FMVl9lC_ekAAAAA:Ys6vLNPWnkC3pCsJeJuqHHPdok6O18sOIC_kZh1UN_MmSk2EtzYQHBElbsOnjd2Zi4c9bfM5fcc#bib0025
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165037813001253?casa_token=5FMVl9lC_ekAAAAA:Ys6vLNPWnkC3pCsJeJuqHHPdok6O18sOIC_kZh1UN_MmSk2EtzYQHBElbsOnjd2Zi4c9bfM5fcc#bib0025
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Visto isso, o desbalanço oxidativo no sistema reprodutor feminino geram 

alterações induzidas pelo aumento das EROs nas proteínas e DNA da célula que 

resultam na alteração da função celular alterada ou ativação de cascatas de 

sinalização que, resultam em dano e inflamação endometrial e miometrial (GÜNEY 

et al., 2008; GÜNEY, 2012). 

Acredita-se que a hipóxia/isquemia, leva ao aumento do estresse oxidativo 

na dismenorreia primária, desencadeando um aumento na produção de EROs, 

espécies reativas de nitrogênio (RNS) e peróxidos lipídicos, enquanto as defesas 

antioxidantes são reduzidas, incluindo as enzimas SOD, GPx e CAT, o que resulta 

no desbalanço do status oxidatido e aumento do estresse oxidativo sistêmico, 

devido a danos no DNA e aumento da resposta inflamatória (LU et al., 2018; 

TENÓRIO et al., 2019). 

Esses efeitos ocorrem por meio da produção de citocinas, como fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α) e interleucina- (IL-6), bem como na redução na 

produção de citocinas anti-inflamatórias, como IL-10. Na resposta inflamatória, 

observa-se o aumento de genes que podem resultar no aumento do estresse 

oxidativo, principalmente do fator nuclear kappa B (NF-κB), localizado no 

citoplasma celular. Além disso, as EROs oxidam o complexo IκB quinase (IKK), 

levando a a liberação de NF-κB, que é formado pelas subunidades p50 e p65. 

Dessa forma, o NF-kB por ser um fator nuclear, entra no núcleo da célula e promove 

a transcrição de várias citocinas pró-inflamatórias, como IL-6 e TNF-α, resultando 

no aumento da inflamação uterina ocasionada pela dismenorreia primária (LU et 

al., 2018; TENÓRIO et al., 2019).  

Ademais, além do processo inflamatório, a DisP também resulta em 

disfunção endotelial nos vasos uterinos devido à biodisponibilidade reduzida de 

óxido nítrico (NO), resultado da reação desse gás, com o ânion superóxido 

formando peroxinitrito, que por sua vez, pode levar a ativação de enzimas e 

proteínas regulando positivamente a contratilidade uterina, como por exemplo 

através da ativação da proteína cinase C (PKC), resultando no aumento da [Ca2+]i  

e ainda na ativação das ciclooxigenases através de uma reação com o grupo heme 

presentes nessas enzimas, promovendo dessa forma o aumento da produção de 

prostanoides inflamatórios (GULIAEVA et al., 1998; HIGASHI et al., 2014). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165037813001253?casa_token=5FMVl9lC_ekAAAAA:Ys6vLNPWnkC3pCsJeJuqHHPdok6O18sOIC_kZh1UN_MmSk2EtzYQHBElbsOnjd2Zi4c9bfM5fcc#bib0050
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165037813001253?casa_token=5FMVl9lC_ekAAAAA:Ys6vLNPWnkC3pCsJeJuqHHPdok6O18sOIC_kZh1UN_MmSk2EtzYQHBElbsOnjd2Zi4c9bfM5fcc#bib0050
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165037813001253?casa_token=5FMVl9lC_ekAAAAA:Ys6vLNPWnkC3pCsJeJuqHHPdok6O18sOIC_kZh1UN_MmSk2EtzYQHBElbsOnjd2Zi4c9bfM5fcc#bib0045
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Visto isso, a farmacoterapia para dismenorreia se baseia no tratamento dos 

sintomas dessa doença, são utilizados como medidas farmacológicas, 

principalmente aintiinflamatórios não esteroidais (AINES) (ibuprofeno) que é o 

medicamento de primeira linha para a DisP, antiespasmódicos (escopolamina) e 

anticoncepcionais hormonais. Além disso, podem ser utilizadas medidas não 

farmacológicas como mudanças alimentares, incluindo aumento na ingestão de 

susbtâncias antioxidantes, prática de exercícios físicos e utilização de compressas 

na região acometida pela dor. (MARJORIBANKS et al., 2010; PROCTOR; 

FARQUHAR, 2016; RYAN, 2017). 

Apesar da ampla disponibilidade de medicamentos para o tratamento da 

dismenorreia primária, a sua utilização a longo prazo, podem levar ao 

desenvolvimento de diversos efeitos adversos, como distúrbios gastrointestinais 

(gastrite e náusea), retenção de liquído e problemas cardiovasculares (risco 

aumentado de trombose) (RYAN, 2017; GUIMARÃES, 2020). 

Diante disso, as buscas por novos tratamentos para a dismenorreia primária 

vêm crescendo, vislumbrando a diminuição do acometimento das mulheres pelos 

efeitos adversos causados pelas terapias farmacológicas clássicas e que sejam 

capazes de suprimir os sintomas desenvolvidos por esse distúrbio. Nesse contexto, 

os produtos naturais, principalmente os produtos naturais de origem marinha, 

apresentam grande potencial farmacológico para o tratamento de doenças 

inflamatórias como a dismenorreia devido a diversos metabólitos e substâncias 

extraídos de produtos naturais apresentarem potencial anti-inflamatório e 

antioxidante (ARUSELVAN et al., 2016). 

 

2.4 Produtos naturais marinhos e dismenorreia primária 

 

 Os produtos naturais vêm sendo utilizados como fonte de medicamentos por 

milênios, diversas drogas foram desenvolvidas a partir de produtos naturais 

(CRAGG; NEWMAN, 2013). Atualmente, destacam-se os estudos com produtos de 

origem marinha, tendo em vista a ampla distribuição desses pelo mundo e sua 

pouca exploração. Estudos a respeito das espécies marinhas demonstraram uma 

ampla abundância e distribuição da vida no oceano, e concluiu que potencialmente 
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mais de 90% das espécies marinhas permanecem não descritas (SNELGROVE, 

2016). 

 Apesar disso, uma grande diversidade de organismos marinhos estão sendo 

reconhecidos e estudados pela ciência, muitos já descritos como fonte de 

compostos que apresentam benefícios a saúde como, ácidos graxos 

poliinsaturados, polissacarídeos, pigmentos naturais, minerais essenciais, 

vitaminas e enzimas (SHAHIDI; ALASALVAR, 2011; PANGESTUTI; KIM., 2011). 

Dentre esses organismos, as algas são identificadas como recursos vegetais 

subexplorados, apesar de serem usadas há muito tempo como suplementação em 

dietas alimentares e com propriedades medicinais na medicina tradicional 

(BURTIN, 2003; KHAN; KONG; KIM, 2010). 

 O estudo ampliado das algas, descreveu importantes substâncias naturais 

bioativas extraídas desses produtos. Muitos metabólitos isolados de algas marinhas 

apresentaram atividades biológicas capazes de promover benefícios à saúde. Um 

dos componentes majoritários nas algas marinhas são os pigmentos fotossintéticos 

como a ficocianina, que além dos seus efeitos fotossintéticos e de pigmentação, 

apresenta diversos benefícios a saúde como efeito antioxidante e anti-inflamatório, 

outro pigmento importante presente nas algas é o β-caroteno que foi descrito com 

uma substância antimultagênica, anti-inflamatória e antioxidante (CICCONE et al., 

2013; IZADI; FAZILATI., 2018; MIDDAH et al., 2019). 

Portanto, o interesse nos metabólitos oriundos das algas tem atraído atenção 

nas áreas de alimentos, cosméticos e principalmente da química e farmacologia.  

Visto que, diversas atividades farmacológicas foram descritas para algas marinhas 

como, a Eclonia cava que demonstrou capacidade antimutagênica (inibição da 

invasão de células A549 em células de câncer de pulmão humano) (LEE et al., 

2011); Eisenia bicyclis efeito anti-inflamatório (inibiu a produção de óxido nítrico 

(NO) induzida por LPS em camundongos) (JUNG et al., 2013), Jania rubens 

(atividade bactericida) (MOHY; EL-AHWANY., 2016) e Spirulina platensis efeitos 

antioxidantes e anti-inflamatórios (Diminuiu níveis de malondialdeido, TNF-α e IL-6 

em ratos diabéticos) (NASIRIAN et al., 2018). 

 Nesse contexto, vêm se destacando a Spirulina platensis (SP) também 

conhecida como Arthrospira platensis, é uma alga verde-azulada, unicelular, 

microscópica, de estrutura simples, mas que apresenta composição complexa, o 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/polyunsaturated-fatty-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/polyunsaturated-fatty-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/polysaccharides
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464611000703#b0480
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que vêm chamando atenção para os estudos na área da farmacologia (ZEWEIL et 

al., 2016). A composição da SP é rica em substâncias com propriedades de saúde 

como nutrientes essenciais e constituintes bioativos, como ácidos graxos 

poliinsaturados (ácido gama-linolênico), aminoácidos essenciais (arginina, 

triptofano), enzimas (SOD), vitaminas (B12), minerais (ferro), pigmentos 

fotossintéticos (β-caroteno, clorofila a e ficocianina) e polifenóis (MARKOU, 2014). 

Atualmente, a presença de compostos antioxidantes e antiinflamatorios 

presentes na SP vem sendo estudados vislumbrando sua aplicação no tratamento 

de várias doenças humanas. Esses compostos desempenham um importante papel 

na prevenção da formação de radicais livres, em particular, as espécies reativas de 

oxigênio (EROs) e nitrogênio (RNS). Além disso, o efeito anti-inflamatório da SP 

parece advir da presença do ácido γ-linolênico (GLA), linoleico e oleico presentes 

na alga, visto que o ácido γ-linolênico é precursor para formação de 

prostaglandinas, leucotrienos e tromboxano, ademais, recentemente foi 

demosntrado que a ficocianina apresenta potente atividade inibidora da COX-2, 

dessa forma, a SP pode regular a formação de mediadores envolvidos na 

inflamação e processos imunológicos (SHIH et al., 2009; GUTIÉRREZ-SALMEÁN; 

FABILA-CASTILLO; CHAMORRO-CEVALLOS., 2015). 

Quanto aos aspectos toxicológicos os estudos demonstraram que a alga 

apresenta segurança para seu uso em humanos, visto que a SP não apresentou 

toxicidades agudas ou crônicas (GUTIÉRREZ-SALMEÁN; FABILA-CASTILLO; 

CHAMORRO-CEVALLOS., 2015). Além disso, a SP demonstrou diversas 

atividades farmacológicas, como melhora da alergia e rinite em humanos (MAO; 

VAN DE WATER; GERSHWIN., 2015) efeitos antidiabéticos (MANI; DESAI; IYER., 

2000) anti-hipertensivo (CARRIZZO et al., 2019) e anticâncer (KONÍCKOVÁ et al., 

2014). 

 No nosso laboratório foram demonstrados alguns efeitos da SP frente a 

diferentes modelos de músculo liso, foi visto que a suplementação com SP 

restaurou a reatividade contrátil intestinal em ratos Wistar alimentados com dieta 

hipercalórica (FERREIRA, 2017), em corpo cavernoso potencializou a resposta 

relaxante em ratos saudáveis e reduziu a reatividade contrátil cavernosa de ratos 

alimentados com dieta hipercalórica (SOUZA, 2018), diminuiu a resposta contrátil 

e aumentou os níveis de relaxamento e de nitrito em aorta de ratos Wistar, 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/polyunsaturated-fatty-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/polyunsaturated-fatty-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/essential-amino-acids
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indicando maior produção de NO, por diminuir estresse oxidativo e aumentar 

atividade antioxidante (BRITO et al., 2019), além disso, restaurou a função erétil 

em ratos obesos e diminuiu o estresse oxidativo, aumentando a biodisponibilidade 

do óxido nítrico (DINIZ et al., 2020). 

Em modelo de músculo liso uterino, a suplementação com a alga preveniu o 

aumento da eficácia e diminuição da potência do acoplamento eletromecânico da 

contração em ratas submetidas ao treinamento de força. Em útero de ratas 

sedentárias, a suplementação com a alga nas doses de 50 e 100 mg/kg promoveu 

uma leve diminuição da eficácia contrátil no acoplamento eletromecânico induzido 

pelo KCl (BARROS et al., 2021). Já em útero de ratas Wistar treinadas, observou-

se que a alga parece inibir a via Rho/ROCK e diminuir os níveis do ânion superóxido 

e promoveu diminuição de janus cinase (JNK) mas não alterou a expressão de 

superóxido dismutase (SOD) e da proteína cinase regulada por sinal extracelular 1 

/ 2 (ERK1/2), sugerindo que a alga modula negativamente a hipercontratilidade 

uterina provocada pelo exercício intenso de força, promovendo uma diminuição na 

formação de EROs e diminuindo a ativação dos Cav em útero de ratas (FERREIRA 

et al., 2021) 

Diante disso, a SP apresentou um papel antioxidante e relaxante protetor em 

útero de ratas, evidenciando um potencial promissor para a S. platensis frente a 

desordens que possam acometer o sistema reprodutor feminino, como as 

alterações induzidas pela dismenorreia primária. Com base nisso, este trabalho 

objetiva padronizar e implantar um modelo de dismenorreia primária e investigar o 

efeito preventivo da SP sobre alterações da reatividade uterina e folículos ovarianos 

além da capacidade antioxidante em útero e ovários de ratas Wistar com DisP. 

 



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 Objetivos



60 

Lacerda-Júnior, 2022                                                                            3 Objetivos 
 

 
 

3.1 Geral  

 

Padronizar e implantar um modelo experimental de dismenorreia primária no 

Laboratório de Farmacologia Funcional Professor George Thomas e avaliar os 

efeitos preventivos da suplementação alimentar com Spirulina platensis frente as 

alterações de reatividade, histomorfológicas e sobre parâmetros de estresse 

oxidativo induzidas pela dismenorreia primária em útero e ovário de ratas Wistar. 

 

3.2 Específicos 

 

Avaliar os efeitos da dismenorreia primária e efeitos preventivos da 

suplementação com Spirulina platensis nas alterações in vivo e in vitro em ratas 

Wistar sobre: 

 

 Pontuação de contorções de dismenorreia (In vivo); 

 A reatividade contrátil no acoplamento farmacomecânico frente aos agentes 

ocitocina e PGF2α e eletromecânico frente ao KCl; 

 A reatividade relaxante no acoplamento farmacomecânico frente a 

isoprenalina e eletromecânico frente ao nifedipino; 

 Estresse oxidativo (níveis de malondialdeido e capacidade antioxidante total) 

em útero e ovários; 

 Parâmetros histomorfométricos em útero (espessura das camadas 

miometrial e endometrial) e ovários (folículos ovarianos). 

 

 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 Capítulo I
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4 Capítulo I: Padronização e implantação do método de dismenorreia primária 

em útero de rata Wistar 

 

4.1 Material 

 

4.1.1 Animais 

 

As ratas Wistar (Rattus norvegicus), com 8 semanas de idade (180 – 200g), 

eram provenientes da Unidade de Produção Animal (UPA) do Instituto de Pesquisa 

em Fármacos e Medicamentos (IPeFarM) da Universidade Federal da Paraíba 

(UFPB). 

Previamente, as ratas eram mantidas sob rigoroso controle alimentar com 

uma dieta balanceada a base de ração tipo pellets (Nuvilab®) e livre acesso a água, 

com ventilação e temperatura (21  1 C) controladas e constantes, submetidos 

diariamente a um ciclo claro-escuro de 12 h, sendo o período claro das 6 às 18h00. 

Os experimentos eram realizados no período de 8 às 20h00. Todos os 

procedimentos experimentais foram realizados de acordo com os princípios de 

cuidados com animais seguindo “Guidelines for the ethical use animals in applied 

etiology studies” (SHERWIN et al., 2003) e foram submetidos e aprovados pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA (certidão Nº 2240150621 e 

1886010520) da UFPB (Anexos 1 e 2). 

 

4.2 Grupos experimentais 

 

As ratas, foram divididas randomicamente em quatro grupos experimentais: 

(1) grupo controle (GC); (2) ratas com dismenorreia primária (DisP); (3) ratas com 

dismenorreia primária tratadas com escopolamina e dipirona (Esc+Dip) (1,2 mg/kg) 

e (4) ratas com dismenorreia primária tratadas com ibuprofeno (IBU) (50 mg/kg).  

 
4.3 Substâncias e reagentes 

 

Para a realização dos experimentos funcionais: O cloreto de cálcio di-

hidratado (CaCl2.2H2O), o bicarbonato de sódio (NaHCO3), o cloreto de potássio 

(KCl), o cloreto de magnésio di-hidratado (MgCl2.2H2O), a glicose (C6H12O6), o 
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cloreto de sódio (NaCl), o ácido clorídrico (HCl), hidróxido de sódio (NaOH), 

isoprenalina e nifedipino foram obtidos da Sigma-Aldrich.  

O dietilestilbestrol e a prostaglandina F2α (PGF2α) foram obtidos da Cayman 

Chemical Company (EUA). A ocitocina foi obtida da União Química (Brasil). Estas 

substâncias foram mantidas em um “freezer” à temperatura de -20 °C. Os 

anestésicos utilizados para eutanásia dos animais foram adquiridos em farmácia 

comercial a xilazina (2%) da syntec farmacêutica e a cetamina (50 mg/mL) da 

cristália farmacêutica. 

Todas foram solubilizadas e diluídas em água destilada, exceto o 

dietilestilbestrol, que era dissolvido em álcool etílico absoluto para obtenção da 

solução-estoque. Quando necessário, essas soluções-estoque eram diluídas para 

obtenção de concentrações apropriadas para cada protocolo experimental.  

O ibuprofeno (50 mg/kg / v.o) foi adquirido em farmácia comercial, produzido 

pela Medley farmacêutica e a escopolamina com dipirona (6,67 e 333,4 mg/mL 

respectivamente / v.o) da Neo Química farmacêutica, ambos medicamentos foram 

adquiridos na forma farmacêutica de solução oral em gotas.  

A mistura carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2) foi obtida da White Martins 

(Brasil). 

Para avaliação histomorfométrica e de estresse oxidativo: a eosina, e 

hematoxilina de Mayer, ácido tiobarbitúrico (0,6%), o 1,1-difenil-2-picrilhidrazil 

(DPPH) e o 1,1,3,3-tetrametoxipropano foram adquiridos da Sigma Aldrich (Brasil). 

O formaldeído e ácido perclórico (35%) foram adquiridos da Vetec (Brasil), o formol 

foi utilizado para conservar as amostras de tecidos utilizadas para realização dos 

cortes histológicos. 

 

4.4 Solução nutritiva 

 

Era utilizada a solução nutritiva de Locke Ringer para a realização dos 

experimentos (REVUELTA; CATABRANA; HIDALGO, 1997), que tinha seu pH 

ajustado para 7,4, com uma solução de HCl ou NaOH, 1N, e gaseificada com 

carbogênio (95% de O2 e 5% de CO2) e mantida a 32 °C, cuja composição está 

descrita abaixo:  
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Composição da solução de Locke Ringer (mM): NaCl (154,0), KCl (5,6), 

MgCl2 (2,1), CaCl2 (2,2), glicose (5,6), NaHCO3 (6,0).  

 

4.5 Equipamentos 

 

Para obtenção e registro das contrações isométricas, os órgãos eram 

suspensos em cubas de banho para órgãos isolados (6 mL) de modelo BOI-04 

conectadas a transdutores de força isométricos de modelo TIM 05 e acoplados a 

um amplificador modelo AECAD04F, que por sua vez, estava conectado a um 

sistema de aquisição digital com o software AQCAD versão 2.1.6 proporcionado 

aquisição dos dados e ANCAD para análise destes (Figura 7). Conectado ao 

sistema que possui uma bomba termostática modelo BT-60 que controlava a 

temperatura das cubas. Todos os aparelhos utilizados nos experimentos funcionais 

foram adquiridos da AVS Projetos (São Paulo, SP, Brasil).  

As substâncias utilizadas eram pesadas em balança analítica modelo AG200 

e os animais em balança semianalítica modelo BG4001, ambas da Gehaka (Brasil). 

Todos os valores de pH eram verificados através de um pHmetro digital PG 

2000 (GEHAKA, Brasil). 

Para os experimentos de histomorfometria mediante obtenção dos cortes 

histológicos, as amostras eram submetidas ao processador de tecidos modelo 

PT05 (LUPTEC, Brasil), posteriormente seccionadas em micrótomo rotativo modelo 

RM 2125 RT (Leica, Alemanha) e fotografadas em microscópio ótico com câmera 

acoplada modelo BX41 (Olympus, Formosa) e posteriormente analisadas por 

programa analisador de imagem (Leica Qwin 3.1). 

Para os experimentos de extresse oxidativo, as amostras utilizadas foram 

centrifugadas em aparelho refrigerado, modelo VS-15000 CFN II (VISION, Coreia 

do Sul) e centrífuga de bancada, modelo NI 1811- A (NOVA instruments, SP, 

Brasil). Para a leitura das absorbâncias e realização da dosagem de MDA e do teste 

da capacidade antioxidante total (CAT) era realizada no espectrofotômetro modelo 

SP-22 da Biospectro (Paraná, Brasil). As medidas de absorbância eram feitas 

utilizando um espectrofotômetro ultravioleta modelo SP 22 (Bioespectro, Salvador, 

BA, Brasil). 

  



65 

Material e métodos 
Lacerda-Júnior, 2022                                                                           4 Capítulo I 

 
 

Figura 7– A) Sistema de banho para órgãos isolados, composto por cubas de vidro, 
transdutores isométricos e bomba termostática; B) amplificador e sistema de aquisição 
digital. 

 

 

 

 

Fonte: Autor, 2022. 

 

4.6 Métodos 

 

4.6.1 Padronização do modelo de dismenorreia em ratas Wistar 

 

4.6.1.1 Abordagem In vivo 

 

4.6.1.1.1 Protocolo de indução da dismenorreia 

 

B C 

A 

B 
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Para a indução da dismenorreia, era injetado nos animais dietilestilbestrol 

(s.c) uma vez ao dia por 10 dias consecutivos, sendo no 1º (primeiro) e 10º (último) 

dia (2,5 mg/kg) e 1 mg/kg do 2º (segundo) ao 9º (nono) dia. Após 24 horas da última 

administração, era injetado ocitocina (i.p) 1 UI/kg nos animais (Figura 8) (CHEN et 

al., 2013). 

Os animais do grupo controle eram tratados somente com solução salina 

durante todos os dias de tratamento e 24h antes da realização do experimento era 

administrado 1 mg/kg de dietilestilbestrol para padronização do ciclo estral dos 

animais. Já os animais tratados com as drogas padrão (Esc+Dip ou IBU) receberam 

1h antes da administração de ocitocina, via oral com auxílio do método de gavagem 

butilbrometo de escopolamina com dipirona ou ibuprofeno, respectivamente.  

Após os tratamentos, as ratas eram eutanasiadas por anestesia com 

cetamina 100 mg/kg (i.p.) e xilazina 10 mg/kg (i.p.), seguido por método 

complementar de decapitação por guilhotina, e o útero e ovário eram removidos 

para análises posteriores (HU; JIN, 1999; ETTEN., 2002; LIU et al., 2011). 

 
Figura 8  – Protocolo de indução da dismenorreia 

 

 

 

Fonte: Adaptado de CHEN et al., 2013. 

 
 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S094471131300202X?casa_token=h6ZmEEbkkoQAAAAA:OH1CiggvAbWbAfqWT0YWyulqmeOA-R6gBJHYUNM7AdLhG2N-ircBFEyjkwbaXsUrT4KCBULSqo28#bib0080
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4.6.1.1.2 Pontuação de contorções 

 

Os critérios de pontuação para os experimentos comportamentais dos 

animais eram realizados mediante a atribuição de scores para cada movimento de 

contorção apresentado pelos animais, a fim de avaliar a dismenorreia primária 

experimental. Para isso, os animais eram colocados em uma caixa de vidro, após 

a administração de ocitocina e eram observados durante 30 minutos por dois 

avaliadores, que passaram por treinamentos prévios de calibração para avaliação 

comportamental. Os scores atribuídos a cada padrão comportamental estão 

apresentados no quadro a seguir e eram aplicados para cálculo da pontuação de 

contorção, usando a seguinte fórmula descrita na equação a seguir: (SCHMAUSS; 

YAKSH, 1984; XIAO et al., 2019). 

 

Equação 1: 

Pontuação = Σ (número de repetições x scores) 

 
Quadro 1 – Scores para padrão comportamental dos animais 

Scores Características 

0 Postura normal; 

1 Lado oblíquo do corpo;  

2 Dorsiflexão da pata traseira; 

2 Extensão do corpo com rotação lateral pélvica 

frequente;  

3 Contração do músculo abdominal; 

3 Extensão dos membros posteriores. 

 
Quadro de pontuação em scores para o padrão comportamental apresentado pelos 
animais, 0) animais com postura normal; 1) Movimentos para o lado oblíquo do corpo; 2) 
Movimento de dorsiflexão da pata traseira ou extensão do corpo com rotação pélvica 
frequente; 3) Contração do músculo abdominal ou extensão dos membros posteriores.  
 
Fonte: SCHMAUSS; YAKSH, 1984; XIAO et al., 2019. 
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4.6.1.2 Abordagem In vitro 

 

4.6.1.2.1 Avaliação da reatividade uterina 

 

4.6.1.2.1.1 Preparação do útero de ratas 

 

Após a eutanásia das ratas conforme descrito no item 4.6.1.1.1 a cavidade 

abdominal era aberta com um corte longitudinal, o útero retirado e limpo de todo o 

tecido conjuntivo e adiposo. Em seguida os dois cornos uterinos eram separados 

por meio de uma incisão, abertos longitudinalmente e suspensos verticalmente em 

cubas de banho para órgãos isolados, contendo solução nutritiva de Locke Ringer, 

aquecidas a 32 ºC e gaseificados com carbogênio (95% O2 e 5% CO2).  

Estes tecidos eram mantidos sob tensão de 1 g e permaneceram em repouso 

por 40 minutos, tempo necessário para estabilização da preparação. Durante este 

período a solução nutritiva era trocada a cada 10 minutos (Adaptado de 

REVUELTA; CANTABRANA; HIDALGO, 1997). Após o período de estabilização, 

era induzida uma contração para verificação da funcionalidade do órgão que 

deveria ser maior ou igual 1g para considerar o órgão funcional, esta contração 

induzida com 60 mM de KCl, registrada através de transdutores isométricos 

acoplados a um sistema de aquisição digital, para verificação da funcionalidade do 

órgão 

 

4.6.1.2.1.2 Efeitos da dismenorreia primária sobre a reatividade contrátil 

farmacomecânica induzida por ocitocina ou PGF2α em útero de ratas Wistar 

 

Após o período de estabilização, eram obtidas duas curvas consecutivas 

com concentrações cumulativas de ocitocina ou PGF2α. Os resultados eram 

avaliados comparando-se a amplitude da resposta contrátil do útero do grupo com 

dismenorreia com aquela obtida pela média das amplitudes máximas das curvas 

controle (HEYLEN et al., 2008). 
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4.6.1.2.1.3 Efeitos da dismenorreia primária sobre a reatividade contrátil 

eletromecânica induzida por KCl em útero de ratas Wistar 

 

Após o período de estabilização, eram obtidas duas curvas consecutivas 

com concentrações cumulativas ao KCl. Os resultados eram avaliados 

comparando-se a amplitude da resposta contrátil do útero do grupo com 

dismenorreia com aquela obtida pela média das amplitudes máximas das curvas 

controle (HEYLEN et al., 2008). 

 

4.6.1.2.1.4 Efeitos da dismenorreia primária sobre a reatividade relaxante 

induzida por isoprenalina em útero de ratas Wistar 

 

Após o período de estabilização, uma contração com ocitocina foi induzida e 

durante o componente tônico da contração, a isoprenalina era adicionada de 

maneira cumulativa à cuba no grupo com dismenorreia e no grupo controle 

(HEYLEN et al., 2008). 

 

4.6.1.2.1.5 Efeitos da dismenorreia primária sobre a reatividade relaxante 

induzida por nifedipino em útero de ratas Wistar 

 

Após o período de estabilização, uma contração com KCl foi induzida e 

durante o componente tônico da contração, o nifedipino era adicionado de maneira 

cumulativa à cuba em preparações distintas no grupo com dismenorreia e no grupo 

controle (HEYLEN et al., 2008). 

 

4.6.1.2.2 Avaliação das alterações histopatológicas do útero e ovário 

induzidas pela dismenorreia primária 

 

As amostras de útero e ovários de cada rata eram isoladas e fixadas em 

solução de formaldeído tamponado 10% e incluídos em parafina. Posteriormente, 

eram cortados em micrótomo (espessura de 4 μm), montadas em lâminas 

histológicas e desparafinadas em xilol durante 30 minutos, logo após eram 

hidratadas em álcool absoluto em concentrações decrescentes por 25 minutos e 



70 

Material e métodos 
Lacerda-Júnior, 2022                                                                           4 Capítulo I 

 
 

lavados em água corrente por 5 minutos, depois eram lavados em água destilada. 

As amostras eram tratadas com hematoxilina de Harris por 1 minuto, lavadas 

novamente em água destiladas por 5 minutos e novamente coradas pela eosina 

por 3 minutos e, após também lavadas em água corrente durante mais 30 

segundos.  

Finalmente as lâminas eram desidratadas em concentrações crescentes de 

álcoois, diafanizadas em xilol, e montadas com Entellan.  

Foram analisados os seguintes parâmetros nos cortes uterinos: a espessura 

das camadas uterinas endométrio e miométrio, o número das glândulas uterinas e 

vasos sanguíneos. Nos ovários foram avaliados: o número de folículos graafianos 

(maduros), folículos primários e secundários (antrais) (MOSAVAT et al., 2019). As 

fotomicrografias das lâminas eram capturadas através de câmera acoplada a um 

microscópio óptico. Para a metodologia empregada no imageamento microscópico, 

segmentação de imagens e definição das condições de morfometria foi utilizado 

método descrito por Caliari (1997). 

 

4.6.1.2.3 Avaliação dos efeitos da dismenorreia primária sobre o balanço entre 

o estresse oxidativo e as defesas antioxidantes de ratas Wistar 

 

4.6.1.2.3.1 Obtenção do homogenato do tecido muscular uterino 

 

Após a eutanásia dos animais, os cornos uterinos e os ovários eram 

isolados, coletados e armazenados, congelados a -20 °C até a preparação do 

homogenato. Para realização do homogenato, o tecido era pesado, macerado e 

homogeneizado com KCl 10% na proporção de 1:1. Logo após, as amostras eram 

centrifugadas (1.198 x g/10 min) e era realizada a coleta do sobrenadante para 

análise posterior. 

 

4.6.1.2.3.2 Análise dos níveis de malondialdeído (MDA) e da capacidade 

antioxidante total (CAT) no tecido uterino e ovariano 

 

A quantificação da produção de malondialdeído (MDA) era realizada por 

meio do método descrito por Ohkawa; Ohishi; Yagi (1979). Após a obtenção do 
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homogenato uterino e ovariano, alíquotas de 250 µL eram incubadas a 37 °C em 

banho-maria por 60 minutos. Em seguida, as amostras eram precipitadas com 400 

µL de ácido perclórico 35% e centrifugadas a 16.851 x g por 20 minutos a 4 °C. 

Logo após, as amostras do sobrenadante eram transferidas para tubos Eppendorf, 

400 µL de ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,6% eram adicionados às amostras e 

incubadas à temperatura de 95-100 °C por 1 h.  

Em seguida, após o resfriamento, as amostras eram lidas em 

espectrofotômetro a 532 nm. As amostras turvas após o banho-maria eram 

centrifugadas novamente a 1.198 x g por 10 minutos antes da leitura. A 

determinação dos níveis de MDA (μmol/L de amostra) nas amostras era obtida 

comparando os valores de absorbância na curva-padrão de MDA obtida para a 

solução padrão (1 µL de 1,1,3,3-tetrametoxipropano em 70 mL de água destilada, 

diluída em séries de 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750, 2000, 2250, 2500, 

2750 e 3000 µL de água destilada).  

Por fim, a medida da capacidade antioxidante total (CAT) era feita utilizando 

o método de DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazil) descrito por Brand-Williams; 

Cuvelier; Berset (1995). O experimento era realizado utilizando tubos apropriados 

para centrífuga, em seguida eram adicionados 50 µL do homogenato uterino ou 

ovariano e 2 mL da solução de DPPH dissolvido em etanol absoluto (0,012 g/L) e 

os tubos eram protegidos da luz; em seguida, os tubos eram agitados em vórtex 

por 10 segundos e, então, mantidos em repouso por 30 minutos. Após esse 

procedimento, as amostras eram centrifugadas a 7.489 x g por 15 minutos a 20 °C.  

O sobrenadante era lido em espectrofotômetro a 515 nm. Os resultados 

eram expressos como percentual de inibição da oxidação, através da seguinte 

equação:  

 

Equação 2: 

CAT = 100-([DPPH·R] x T)/([DPPH·R] x B) x 100 

 

Sendo [DPPH·R] x T e [DPPH·R] x B correspondentes à concentração de 

DPPH· remanescente após 30 minutos, avaliados na amostra (T) e no branco (B) 

preparado com água destilada. As análises eram feitas comparando-se os níveis 

https://www.sigmaaldrich.com/IN/en/product/aldrich/d9132
https://www.sigmaaldrich.com/IN/en/product/aldrich/d9132
https://www.sigmaaldrich.com/IN/en/product/aldrich/d9132
https://www.sigmaaldrich.com/IN/en/product/aldrich/d9132
https://www.sigmaaldrich.com/IN/en/product/aldrich/d9132
https://www.sigmaaldrich.com/IN/en/product/aldrich/d9132
https://www.sigmaaldrich.com/IN/en/product/aldrich/d9132
https://www.sigmaaldrich.com/IN/en/product/aldrich/d9132
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de MDA (μmol/L de amostra) ou da CAT (%) entre os grupos GC, DisP, Esc+Dip, 

IBU. 

 

4.6.1.2.4 Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (e.p.m.) 

e analisados estatisticamente empregando-se o teste “t” (não pareado) ou análise 

de variância one way (ANOVA) seguido do pós-teste de Tukey, sendo as diferenças 

entre as médias consideradas significantes quando p < 0,05. Os valores de pCE50 

foram calculados por regressão não linear para todos os experimentos realizados. 

Todos os resultados foram analisados pelo programa GraphPad Prism® versão 

5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, USA). 

Para reatividade contrátil do útero de rata era avaliada pela determinação do 

efeito máximo (Emax) e do logaritmo negativo na base dez da concentração de uma 

substância que produz 50% do seu efeito máximo (pCE50) da ocitocina, KCl ou 

PGF2α para os animais com dismenorreia primária e comparados com o grupo 

controle. A reatividade relaxante era analisada como a percentagem reversa da 

contração induzida por ocitocina ou KCl e os resultados eram avaliados 

comparando-se a amplitude da resposta relaxante do útero das ratas do grupo com 

dismenorreia primária com aquela obtida pela média das amplitudes máximas das 

curvas controle.  

Os resultados das análises histopatológicas e do estresse oxidativo foram 

expressos como média ± erro padrão da média (e.p.m.) e analisados 

estatisticamente empregando-se análise de variância one way (ANOVA) seguido 

do pós-teste de Tukey, sendo as diferenças entre as médias consideradas 

significantes quando p < 0,05. 
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4.7 Resultados 

 

4.7.1 Pontuação de contorções do modelo experimental de dismenorreia 

primária em ratas Wistar 

 

Ao analisarmos a pontuação de contorção induzidas pelo método 

experimental de dismenorreia primária em ratas Wistar, observamos que a 

pontuação do grupo DisP (119 ± 6,9) foi aumentada quando comparado com o 

grupo controle (GC) (3,0 ± 1,0). Já os grupos tratados com as drogas padrão 

escopolamina e dipirona (Esc +Dip) (64,0 ± 5,8) e ibuprofeno (IBU) (39,0 ± 4,5), 

apresentaram uma diminuição na pontuação de contorção ao compararmos com o 

grupo DisP. 
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Gráfico 1 – Pontuação referente as contorções dos grupos, GC, DisP, Esc+Dip e IBU em 

ratas Wistar. 
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Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente 
(n = 10). ANOVA one-way seguido do pós-teste de Tukey. *p < 0,05 (GC vs. DisP); #p < 
0,05 (DisP vs. Esc+Dip; IBU), e $p < 0,05 (IBU vs. Esc+Dip). 

 
Fonte: Autor, 2022. 
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4.7.2 Avaliação dos efeitos da dismenorreia primária sobre os parâmetros 

histomorfométricos do útero e ovários em ratas Wistar 

 

No corte histológico de útero (Figura 9A) corado em hematoxilina e eosina 

mostrando partes do órgão, destacando o endométrio (E) e o miométrio (M). Nos 

animais do grupo GC (A), observa-se o endométrio histologicamente preservado, 

conformações glandulares circulares e ausência de lesão morfológica. 

Diferentemente nos grupos DisP, Esc + DiP e IBU, observa-se glândulas 

endometriais desorganizadas e danos no tecido endometrial (E), além do 

espessamento da camada miometrial (M) quando comparado ao GC.  

Ao analisar a camada miometrial (M), os dados morfométricos indicam que 

ao comparar as ratas do GC (289,2 ± 3,8 µm2), o grupo DisP (582 ± 11,5) aumentou. 

Já os grupos tratados com as drogas padrão Esc + Dip (586,2 ± 4,6 µm2) e IBU 

(528,8 ± 20,2 µm2) não reverteram o aumento quando comparados ao grupo DisP 

(Gráfico 2). 

No corte histológico dos ovários (Figura 9B) corado em hematoxilina e 

eosina, observa-se neste órgão a presença majoritária de folículos secundários em 

todos os grupos GC, DisP, Esc + DiP e IBU. 
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Figura 9 – Efeito da dismenorreia primária sobre a morfologia do útero (A) e ovários (B) de ratas Wistar, nos grupos GC (A), DisP (B), Esc + Dip 
(C), IBU (D). 
 

A B 

   
 
Fotomicrografia de útero (A) e ovários (B) de rata em GC (A), DisP (B), Esc + Dip (C) e IBU (D). Em útero (A) observa-se o endométrio (E); 
miométrio (M). Nos ovários (↑) indicam folículos secundários e os (▲) indicam folículos de graaf. GC = grupo controle; DisP = grupo dismenorreia 
primária; Esc + Dip = grupo dismenorreia primária + escopolamina com dipirona (1,2 mg/kg); IBU = grupo dismenorreia primária + ibuprofeno (50 
mg/kg). 
 

Fonte: Autor, 2022. 
 



77 

Discussão 
Lacerda-Júnior, 2022                                                                           4 Capítulo I 

 
 

Gráfico 2 – Efeito da dismenorreia primária sobre a área muscular em útero de rata, nos 

grupos GC, DisP, Esc + Dip e IBU. 
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Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente 
(n = 10). ANOVA one-way seguido do pós-teste de Tukey. *p < 0,05 (GC vs. DisP, Esc + 
Dip, IBU); e $p < 0,05 (IBU vs. Esc+Dip). 

 
 
Fonte: Autor, 2022. 
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4.7.2 Efeitos da dismenorreia primária no acoplamento farmacomecânico de 

contração em útero de ratas Wistar 

 

4.7.2.1 Efeitos da dismenorreia primária sobre a reatividade contrátil induzida 

por ocitocina ou PGF2α em útero de ratas Wistar 

 

 Nos resultados obtidos, observa-se que a curva de contração cumulativa de 

ocitocina do grupo DisP foi deslocada para a esquerda com aumento da potência 

contrátil (pCE50 = 3,6 ± 0,2) e do efeito máximo (Emax= 145,1 ± 8,7) do agonista 

quando comparado com o GC (pCE50 = 3,1 ± 0,1 e Emax=100%) respectivamente 

(Gráfico 3A e Tabela 1). 

Ao avaliarmos as alterações de reatividade frente ao agonista PGF2α, 

observou-se que a curva do grupo DisP apresentou um deslocamento para a 

esquerda, aumentando a potência do agonista (pCE50 = 7,4 ± 0,2) quando 

comparado ao GC (pCE50 = 6,2 ± 0,1). De forma semelhante, observou-se um 

aumento no efeito máximo da PGF2α no grupo DisP (Emax= 127,3 ± 15,6) quando 

comparado ao GC (Emax= 100%) (Gráfico 3B e Tabela 1). 
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Figura 10 – Registros originais das curvas concentrações cumulativas com ocitocina GC 
(A) e DisP (B) ou PGF2α GC (C) e DisP (D) em útero isolado de rata. 
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Figura 11 – Registros originais das curvas concentrações cumulativas com PGF2α GC (A) 
e DisP (B) em útero isolado de rata. 
 
A 
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Gráfico 3 – Curvas concentração-resposta cumulativas a ocitocina (A) ou PGF2α (B) dos 
grupos, GC (●) e DisP (◌) em útero isolado de rata. 
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Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente 

(n = 5). Teste t; DisP = grupo dismenorreia primária e GC = grupo controle. 
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Fonte: Autor, 2022. 

Tabela 1 – Valores de Emax e de pCE50 da ocitocina e PGF2α em útero isolado de rata, nos 

GC e DisP. 

 

 
Teste t, *p< 0,05 (DisP vs. GC), (n = 5). GC = grupo controle; DisP = grupo com 

dismenorreia primária. 
 

Fonte: Autor, 2022. 

  

Agentes Grupos Emax (%) pCE50 

Ocitocina GC 100 3,1 ± 0,1 

DisP 145,1 ± 8,7* 3,6 ± 0,2* 

PGF2α GC 100 6,2 

DisP 127,3 ± 15,6* 7,4 ± 0,2* 
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4.7.3 Efeito da dismenorreia primária no acoplamento eletromecânico de 

contração induzida por KCl em útero de ratas Wistar 

 

 Avaliando as alterações da dismenorreia primária no acoplamento 

eletromecânico induzida pelo KCl, observou-se que no grupo DisP, a curva de 

contração cumulativa induzida por KCl foi deslocada para a esquerda, com 

aumento da potência do agente contrátil (pCE50 = 2,2 ± 0,1) quando comparado ao 

GC (pCE50 = 1,8 ± 0,1) e, de forma semelhante, observou-se um aumento no efeito 

máximo do KCl no grupo DisP quando comparado ao GC (Emax= 164 ± 8,0 e 100,0% 

respectivamente) (Gráfico 4). 
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Figura 12 – Registros originais das curvas concentrações cumulativas com KCl GC (A) e 
DisP (B) em útero isolado de rata. 
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Gráfico 4 – Curvas concentração-resposta cumulativas ao KCl dos grupos, GC (●) e DisP 
(◌) em útero isolado de rata. 
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Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente 

(n = 5). Utilizando teste t; DisP = grupo com dismenorreia primária e GC = grupo controle. 

 

Fonte: Autor, 2022. 
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4.7.4 Efeito da dismenorreia primária no acoplamento farmacomecânico de 

relaxamento induzido por isoprenalina em útero de ratas Wistar 

 

No grupo DisP a curva cumulativa de relaxamento com isoprenalina 

apresentou um deslocamento para a direita, com diminuição da potência do 

agonista (pCE50 = 11,0 ± 0,2) quando comparado ao GC (pCE50 = 15,1 ± 0,2). 

Observou-se também uma diminuição no efeito máximo da isoprenalina no grupo 

DisP quando comparado ao GC (Emax= 79,4 ± 2,7 e 100%, respectivamente) 

(Gráfico 5). 
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Figura 13– Registros originais das curvas concentrações cumulativas de relaxamento com 
isoprenalina GC (A) e DisP (B) em útero isolado de rata. 
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Gráfico 5 – Efeito da dismenorreia primária sobre as curvas concentrações-resposta 
cumulativas de relaxamento induzidas pela isoprenalina em útero isolado de rata pré-
contraído com ocitocina, GC (●) e DisP (◌) em útero isolado de rata. 
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Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente 
(n = 5). Teste t; DisP = grupo dismenorreia primária e GC = grupo controle. 
 

Fonte: Autor, 2022. 
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4.7.5 Efeito da dismenorreia primária no acoplamento farmacomecânico de 

relaxamento induzido por nifedipino em útero de ratas Wistar 

 

No grupo DisP a curva cumulativa de relaxamento com nifedipino foi 

deslocada para direita com diminuição da potência do agente relaxante (pCE50 = 

6,6 ± 0,1) quando comparado ao GC (pCE50 = 9,5 ± 0,1). Além disso, houve uma 

diminuição no efeito máximo do nifedipino no grupo DisP quando comparado ao 

GC (Emax= 73,5 ± 1,3 e 100 ± 0,1%) respectivamente (Gráfico 6 e tabela 5). 
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Figura 14– Registros originais das curvas concentrações cumulativas de relaxamento com 
nifedipino GC (A) e DisP (B) em útero isolado de rata. 
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Gráfico 6 – Efeito da dismenorreia primária sobre as curvas concentrações-resposta 
cumulativas de relaxamento induzidas pelo nifedipino em útero isolado de rata pré-
contraído com KCl, GC (●) e DisP (◌) em útero isolado de rata. 
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Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente 

(n = 5). Teste t; DisP = grupo dismenorreia primária e GC = grupo controle. 

 

Fonte: Autor, 2022. 
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4.7.6 Efeito da dismenorreia primária sobre o sistema antioxidante no útero e 

ovário de rata 

 

4.7.6.1 Efeito da dismenorreia primária sobre a concentração de MDA no útero 

e ovário de rata 

 

No grupo DisP (6,0 ± 0,1%) verificou-se um aumento nos níveis de MDA no 

útero de ratas quando comparado ao GC (1,9 ± 0,2%), o mesmo foi observado nos 

grupos IBU (5,3 ± 0,3%) e Esc + Dip (4,9 ± 0,2%) (Gráfico 7A).  

Nos ovários, foi demonstrado que o grupo DisP (5,4 ± 0,2%) apresentou um 

aumento nos níveis de MDA quando comparado ao GC (1,5 ± 0,1%) o mesmo foi 

observado nos grupos, IBU (5,4 ± 0,6%) e Esc + Dip (5,9 ± 0,7%) (Gráfico 7B). 
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Gráfico 7 – Efeito da dismenorreia primária sobre os níveis de malondialdeído (MDA) 
em útero (A) e em ovário (B) de rata, nos GC, DisP, IBU e Esc + Dip. 
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Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente 

(n = 5). ANOVA one-way seguido do pós-teste de Tukey. *p < 0,05 (GC vs. DisP, IBU e 
Esc + Dip). 

 
Fonte: Autor, 2022. 
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4.7.6.2 Efeito da dismenorreia primária sobre a capacidade antioxidante total 

(CAT) no útero e ovário de rata 

 
 No útero de ratas submetidas ao protocolo de dismenorreia, apresentaram 

uma diminuição da CAT (82,2 ± 2,9%) quando comparada ao controle (94,8 ± 

1,2%). As drogas padrão IBU (77,5 ± 4,0%) e Esc + Dip (80,5 ± 3,1%) não evitaram 

a diminuição da CAT promovida pela DisP (Gráfico 8A).  

Resultado semelhante foi verificado nos ovários, no grupo DisP houve uma 

diminuição da CAT (37,9 ± 2,3%) quando comparada ao GC (59,5 ±1,3%) e os 

animais tratados com as drogas padrão IBU (40,1 ± 1,0%) e Esc + Dip (39,7 ± 7,1%) 

não promoveram reversão da diminuição da CAT nos ovários (Gráfico 8B).  
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Gráfico 8 – Efeito da dismenorreia primária sobre a capacidade antioxidante total (CAT) 
no útero (A) e em ovário (B) de rata, nos GC, DisP, IBU e Esc + Dip. 

G
C

D
is

P

E
sc

 +
 D

ip
IB

U

0

25

50

75

100

* *
*

C
a
p

a
c
id

a
d

e
 a

n
ti

o
x
id

a
n

te
 t

o
ta

l

e
m

 ú
te

ro
 d

e
 r

a
ta

 (
%

)

 

G
C

D
is

P

E
sc

 +
 D

ip
IB

U

0

25

50

75

*

*

*

C
a
p

a
c
id

a
d

e
 a

n
ti

o
x
id

a
n

te
 t

o
ta

l

e
m

 o
v
á
ri

o
s
 d

e
 r

a
ta

 (
%

)

 
 

Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente 
(n = 5). ANOVA one-way seguido do pós-teste de Tukey. *p < 0,05 (GC vs. DisP, IBU e 
Esc + Dip). 

 
Fonte: Autor, 2022. 
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Discussão 

 

Neste trabalho, foi padronizado um modelo experimental de dismenorreia 

primária utilizando a administração de dietilestilbestrol e ocitocina, avaliando seus 

efeitos em abordagens in vivo através da pontuação de contorções e in vitro 

verificando alterações na reatividade, histomorfologia do útero e ovários, além da 

reatividade contrátil e relaxante uterina de ratas Wistar. Adicionalmente, foi visto 

que em ratas com dismenorreia primária há um desbalanço no estresse oxidativo, 

caracterizando-se por uma diminuição da capacidade antioxidante total (CAT) no 

útero e ovários e um aumento dos níves de malondialdeído (MDA) e o tratamento 

com as drogas padrão não reverte essas alterações. 

A dismenorreia primária se caracteriza pelo aumento da contração uterina o 

que desencadeia o aumento de dor pélvica em mulheres (GUO et al., 2013). Nesse 

contexto, com o intuito de avaliar se o modelo foi implantado com eficiência, 

realizou-se um estudo comportamental, no qual avaliou-se a pontuação de 

contorções nas ratas, posteriormente a administração de estradiol e ocitocina, caso 

os animais apresentassem um aumento no número de contorções, significaria que 

o modelo de dismenorreia primária foi instalado e apresentaria características 

semelhantes à DisP humana, caracterizada pelo aumento da contração uterina em 

mulheres.  

Os resultados obtidos mostraram aumento na pontuação de contorções do 

grupo DisP, ao ser comparado com o grupo GC (Gráfico 1) e quando os animais 

foram tratados com medicamentos antidismenorreicos como o butilbrometo de 

escopolamina e dipirona (Esc+Dip – 1,2 mg/kg) ou ibuprofeno (IBU – 50 mg/kg), as 

pontuações de contorção destes grupos foram diminuídas significativamente ao 

serem comparadas com o grupo DisP (Gráfico 1). A utilização dos medicamentos 

de primeira escolha para o tratamento da dismenorreia primária, baseia-se nos 

seus mecanismos de ação, envolvendo o uso de anti-inflamatórios não esteroidais, 

como o ibuprofeno e a dipirona, estes medicamentos são responsáveis por inibir as 

ciclooxigensases, dessa forma diminuindo a formação de prostanoides contráteis 

como a PGF2α e tromboxano A2 que são mediadores importantes na patogênese da 

DisP. Além disso, utiliza-se antiespasmódicos como a escopolamina um 

antagonista dos receptores muscarínicos M3 dessa forma, antagonizando as ações 
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da acetilcolina nesses receptores, diminuindo os níveis de cálcio citosólico 

resultando no relaxamento da musculatura lisa uterina. Esses resultados são 

consistentes com dados da literatura, tendo em vista que a dismenorreia primária 

induz aumento anormal da contração uterina e na dor abdominal (XIAO et al., 2019; 

YANG et al., 2015; CHEN et al., 2013). 

Visto isso, é relatado na literatura que a contratilidade uterina pode ser 

regulada por ação dos hormônios sexuais femininos como o estrogênio. A camada 

miometrial constituída principalmente por músculo liso, pode ser estimulada pelo 

estradiol durante a menstruação, aumentando por sua vez a expressão de 

receptores presentes nesse tecido como os receptores da ocitocina (OT), da PGF2α 

(FP) e da acetilcolina (M3), além disso, a extensão da camada miometrial é 

aumentada pela ação desse hormônio, desencadeando assim um aumento na 

contratilidade uterina relacionada com patogênese da dismenorreia primária 

(TSENG; GURPIDE., 1975; SMITH., 2018). 

Adicionalmente com o aumento dos níveis de estradiol, observa-se uma 

diminuição dos níveis de progesterona no início do ciclo menstrual em mulheres e 

em roedores como as ratas na fase estral do seu ciclo, diante disso, o nível mais 

baixo de progesterona causa a ativação de metaloproteinases que degradam as 

células endometriais e causam a liberação de prostaglandinas principalmente. A 

diminuição da progesterona também contribui para a resposta inflamatória que leva 

à esfoliação do endométrio e o sangramento menstrual, desencadeando assim 

danos na camada endometrial (MAYBIN et al., 2011; DRAPER et al., 2018). 

Diante disso, decidimos avaliar os aspectos histomorfológicos uterinos para 

confirmar a instalação da dismenorreia primária, dessa forma esperávamos que se 

o modelo de DisP estivesse sido instalado com eficácia, observaríamos um 

aumento da camada miometrial e danos a camada endometrial conforme 

observado na DisP humana e corroborado em outros estudos utilizando animais 

como ratas e camundongos fêmeas. Nos resultados obtidos, observamos que a 

DisP promoveu um aumento da camada do miométrio quando comparado ao GC 

(Figura 9 A e B e Gráfico 2), observou-se ainda que os grupos tratados com as 

drogas padrão Esc + dip e IBU não reverteram o aumento dessa camada. Na 

análise da camada endometrial observamos que quando comparado ao GC, o 

grupo DisP promoveu danos na camada endometrial, obsevado pela 
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desorganização das glândulas endometriais (Figura 9 A e B) e o tratamento com as 

drogas padrão Esc + Dip e IBU não reverteram esses danos. Esses achados 

demonstram que o modelo experimental estudado se assemelha com as 

carterísticas observadas na DisP humana, promovidas pela ações estrogênica 

aumentada, bem como corrobora com outros estudos em animais, nos quais 

observou-se aumento da camada miometrial e danos na camada endometrial, além 

disso, verificou-se que o tratamento com as drogas padrão não reverteram essas 

alterações, possivelmente esses medicamentos não atuam sobre a via de 

sinalização envolvida com a proliferação e crescimento celular em útero (KUMAR 

et al., 2009; ZHANG et al 2021). 

Outro órgão que pode sofrer alterações em quadros de DisP são os ovários, 

que são orgãos endócrinos complexos que sofrem modificações estruturais e 

funcionais significativas ao longo dos ciclos menstruais recorrentes. Esses órgãos 

são responsáveis por liberar hormônios como o estradiol e a progesterona e 

desregulações na secreção desses hormônios podem estar relacionados com a 

patogênese da dismenorreia primária. A DisP pode ser avaliada através da 

dinâmica ovariana pela modulação dos folículos secundários, graaf e folículos 

luteinizados não rompidos (estes são folículos ovarianos maduros que não se 

rompem e sofrem luteinização com oócitos aprisionados) e corpos lúteos 

(MVONDO et al., 2017; SONG et al., 2021). 

Nas análises histopatológicas observamos que no modelo experimental 

estudado de DisP, não houve diferença na apresentação dos folículos secundários 

presentes nesse órgão, quando comparado ao GC. O tratamento com as drogas 

padrão grupos Esc + Dip e IBU também não alterou os folículos presentes nos 

ovários. Sugerindo que o modelo de DisP e o tratamendo com as drogas padrão 

provavelmente não estão promovendo alterações na ovulação das ratas, visto que 

não há alteração dos folículos maduros expressos nos ovários (Figura 9B). 

A DisP é o distúrbio ginecológico que mais acomete mulheres jovens e 

adultas, caracterizando-se por uma dor pélvica crônica que ocorre durante a 

menstruação (JAMIESON; STEEGE., 1996; BURNETT; LEMYRE., 2017). Diversos 

estudos apontam que os ciclos menstruais estão associados ao aumento das 

contrações uterinas dolorosas, podendo tal fato ser desencadeado pela diminuição 

dos níveis de progesterona no início da menstruação, desencadeando dessa forma 



99 

Discussão 
Lacerda-Júnior, 2022                                                                           4 Capítulo I 

 
 

eventos como hipóxia e isquemia uterina, resultando no aumento do nível de dor 

devido aumento da produção de prostanoides contráteis como as prostaglandinas 

e espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (AKERLAND., 1979; CHAPRON et al., 

2011). 

O aumento na contratilidade uterina durante a menstruação é um processo 

fisiológico que facilita a expulsão dos tecidos endometriais e, nas mulheres com 

dismenorreia primária, observa-se uma desregulação nesse processo, 

ocasionando o aparecimento de dor pélvica (QU et al., 2019). A contração uterina 

pode ser regulada por ação de alguns hormônios, a exemplo da ocitocina, cujo 

mecanismo de ação desempenha um papel fundamental no trabalho de parto, por 

promover o aumento das contrações uterinas, a expressão do receptor de ocitocina 

(OT) no miométrio humano, que é fortemente regulada pelo aumento nos níveis de 

estradiol (TOM; ASSINDER, 2010; YULIA; JOHNSON, 2014).  

Nesse contexto, o protocolo de indução da dismenorreia primária utilizado 

nesse trabalho baseia-se na administração de dietilestilbestrol, um análogo do 

estradiol, o que pode resultar em um aumento no número de receptores de ocitocina 

(OT). Se em nosso modelo isso estivesse acontecendo esperava-se que a resposta 

a ocitocina fosse aumentada. 

Nas ratas do grupo DisP, observou-se uma potencialização em 1,82 vezes 

do efeito do agonista contrátil ao compararmos o parâmetro de potência, com o 

deslocamento da curva para esquerda, além disso houve aumento do efeito 

máximo quando comparado ao GC (Gráfico 3A e Tabela 1), sugerindo assim que o 

hormônio pode está aumentando o número dos receptores OT e afinidade de 

ocupação da ocitocina ao seu alvo farmacológico, ainda nesse contexto, o aumento 

do efeito máximo pode sugerir o aumento da expressão ou uma modulação positiva 

de proteínas associadas a contração como, as proteínas da via de sensibilização 

ao cálcio (Rho-ROCK) nas ratas do grupo DisP (NEUBIG et al., 2003). 

Diante disso, o estradiol e a ocitocina podem ser considerados fatores 

etiológicos para DisP por regularem a coordenação da contratilidade miometrial 

(LIEDMAN et al., 2008), uma vez que também já foram relatados níveis plasmáticos 

aumentados em mulheres com dismenorreia (MECHSNER et al., 2010). A 

ocitocina, possivelmente, contribui também para vasoconstrição das artérias 

uterinas em pacientes com dismenorreia e foi demonstrado que a expressão dos 
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receptores de ocitocina (OT) está positivamente correlacionada com o aumento da 

gravidade da dismenorreia (AKERLUND, 2006; GUO et al., 2013) promovendo 

hiperatividade uterina. Além disso, a ativação de receptores OT também pode 

resultar na regulação positiva da PLA2 e da COX-2, resultando na maior produção 

de PGs (GUO et al., 2013) da PGF2α pelas células endometriais (WILSON; 

LIGGINS; WHITTAKER, 1988; BURNS et al., 2001). 

Assim, acredita-se que níveis elevados de prostanoides contráteis, como as 

prostaglandinas do tipo PGF2α seja uma das principais causas do aumento da dor 

pélvica durante a menstruação, devido aos seus efeitos estimulatórios da 

contratilidade uterina, como demonstrado em outros estudos não clínicos recentes, 

em que se observou que a PGF2α ocasionou maior contratilidade uterina 

promovendo dor visceral em útero de camundongos fêmeas (YANG et al., 2015).  

Diante dessas premissas, nós hipotetizamos que a indução da dismenorreia 

causaria um aumento da resposta contrátil à PGF2α. Para confirmar essa hipótese, 

foram induzidas contrações com PGF2α sintética e esperava-se que as respostas 

contráteis dos animais do grupo DisP fossem aumentadas. Foi observado que a 

curva de contração do grupo DisP foi deslocada em 1,4 vezes para a esquerda, 

com aumento da potência e além disso houve um aumento da eficácia contrátil 

quando comparado ao GC (Gráfico 3B), indicando assim que provavelmente as 

alterações fisiopatológicas induzidas pelo modelo de dismenorreia estudado, 

envolvem a modulação positiva da via das prostaglandinas, possivelmente pelo 

aumento da expressão dos receptores FP no miométrio uterino e maior afinidade 

das PGF2α aos seus receptores. 

Esses efeitos podem podem estar relacionado a atividade do estrogênio, 

sugerido pela potencialização nos resultados, além disso o aumento do efeito 

máximo, pode estar relacionado a estimulação positiva na expressão de 

ciclooxigenases promovidas pelo estrogênio, desencadeando uma estimulação na 

produção de prostanoides contráteis, promovendo maior resposta contrátil uterina 

in vitro, característica do quadro de cólica uterina (MILSOM I, ANDERSCH., 1984; 

BLESSON et al., 2012; HELLMAN et al., 2017). 

Para mais, o processo de contração do músculo liso uterino ocorre pelos 

acoplamentos eletromecânico e farmacomecânico. A contração uterina está 

diretamente ligada à um aumento da concentração de cálcio citosólica ([Ca2+]c). O 
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acoplamento eletromecânico de contração está relacionado a uma mudança no 

potencial de repouso promovendo a despolarização da membrana, desencadeando 

o influxo de Ca2+ pelos canais de cálcio dependentes de voltagem (Cav), levando 

assim a uma resposta contrátil (AGUILAR; MITCHELL, 2010; HILL-EUBANKS, 

2011; FERNANDES, 2018). 

Nesse contexto, a contração no acoplamento eletromecânico pode ser 

induzida por agentes como o KCl que promove uma ativação dos CaV e o aumento 

de [Ca2+]c, levando a contração uterina, esse passo também é comum para a via 

da PGF2α. Mais recentemente vem sendo descrito uma regulação positiva 

promovida pelo estrogênio sobre a expressão destes canais, sugerindo que este 

pode ser um dos passos pelos quais há um aumento na contratilidade uterina em 

quadros de dismenorreia primária (ARROWSMITH; WRAY, 2014; WRAY et al., 

2015; WRAY; ARROWSMITH., 2020) 

Dessa forma, decidimos avaliar a participação dos canais de Cav no modelo 

experimental em estudo, induzindo curvas concentrações cumulativas com KCl, e 

esperava-se que se o modelo de dismenorreia primária estivesse levando ao 

aumento na contração induzida pelo agente haveria o deslocamento da curva para 

esquerda com aumento da potência e eficácia máxima do KCl. E foi observado que 

a curva do grupo DisP foi potencializada com deslocamento para a esquerda em 

1,8 vezes e maior eficácia ao KCl, quando comparado ao GC (Gráfico 4), indicando 

assim que possivelmente pode estar havendo aumento na expressão dos Cav ou 

aumento no influxo dos íons Ca2+, que podem estar envolvidos na fisiopatologia 

dessa doença no modelo testado. 

Em relação ao relaxamento uterino é necessário que ocorra uma diminuição 

da [Ca2+]c, que se dá tanto pelo meio do mecanismo eletromecânico, levando a 

repolarização ou a hiperpolarização da membrana, como pelo mecanismo 

farmacomecânico, a partir da ativação de receptores de membrana e inibição das 

vias bioquímicas que levam a contração ou ativação de vias relaxantes 

(WOODRUM; BROPHY, 2001; SOMLYO; SOMLYO, 2003). Visto isso, o 

relaxamento uterino pode ser regulado, por exemplo, através de mecanismos 

envolvendo o acoplamento farmacomecânico, a partir da ativação de receptores 

metabotrópicos como na via adrenérgica (β2) (WOODRUM; BROPHY, 2001; 

SOMLYO; SOMLYO, 2003). 



102 

Discussão 
Lacerda-Júnior, 2022                                                                           4 Capítulo I 

 
 

Com base nisso, em quadros de dismenorreia primária, é sugerido que a 

transdução β-adrenérgica esteja prejudicada, devido aos níveis de progesterona, 

diminuídos. A progesterona é responsável por regular alguns passos dessa via, por 

exemplo, aumentando a expressão dos receptores adrenérgicos-β2 e regulando 

positivamente a proteína Gαs resultando em um maior acoplamento e ativação 

desses receptores e da via do seu efetor, a ciclase de adenilil resultando no 

relaxamento uterino (COHEN-TANNOUDJI et al., 1991; VIVAT et al., 1992; 

ELWARDY-MÉRÉZAK et al., 1994; MAYBIN; CRITCHLEY., 2011). 

Para verificar essa hipótese, realizamos curvas concentrações cumulativa 

de relaxamento com isoprenalina, um agonista dos receptores β2 e esperava-se 

que as respostas relaxantes dos animais do grupo DisP fossem diminuídas. 

A resposta relaxante do grupo DisP a isoprenalina, um agonista β2, foi 

dificultada com o deslocamento da curva para direita em 1,2 vezes, quando 

comparada ao GC e diminuição da potência e eficácia (Gráfico 5), sugerindo assim 

que nesse modelo experimental, pode estar havendo diminuição nos níveis de 

progesterona destes animais ou inibição de passos envolvidos na via de sinalização 

adrenérgica-β para promover relaxamento do miométrio uterino. 

Além disso, a DisP também pode promover alterações sobre o acoplamento 

eletromecânico de relaxamento uterino. O relaxamento uterino no acoplamento 

eletromecânico ocorre por exemplo, pela abertura de canais de K+, regulando o 

potencial de membrana de repouso e a excitabilidade da célula muscular lisa, com 

isso pode gerar processos despolarização ou hiperpolarização na membrana. A 

membrana da célula hiperpolarizada promove o fechamento dos canais CaV, 

diminuindo a [Ca2+]c. Ademais, mais recentemente vêm sendo descrito que a 

progesterona pode regular positivamente a expressão de canais de K+ e o 

estrogênio podem regular positivamente a expressão de Cav no miométrio uterino, 

diante do exposto, o aumento dos níveis de estradiol no quadro de DisP, pode 

resultar no aumento da expressão de Cav e levar ao aumento da contratilidade 

uterina (KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996; WRAY, S; ARROWSMITH., 2020). 

Assim, nos questionamos se em nosso modelo experimental a DisP estaria 

levando a um aumento da expressão de Cav e para isso realizamos curvas 

concentrações cumulativas de relaxamento com nifedipino, um bloqueador de Cav 

do tipo L. Se isso fosse verdade, esperava-se que os resultados apresentassem 
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um deslocamento da curva do grupo DisP para a direita, sugerindo uma diminuição 

do relaxamento frente ao nifedipino. 

E foi observado que houve um deslocamento da curva do nifedipino para a 

direita, em cerca de 1,1 vezes, com diminuição da potência e da eficácia relaxante 

do bloqueador no grupo DisP quando comparado ao GC (Gráfico 6), corroborando 

o resultado anterior observado na reatividade contrátil com o agente KCl. 

A hipercontratilidade uterina promovida pelo aumento de íons Ca2+ no útero 

resulta em contrações miometriais anormais e vasoconstrição das artérias uterinas, 

desenvolvendo fenômenos de isquemia e hipóxia no sistema reprodutor feminino, 

causando dor pélvica e aumento da sua intensidade. Os eventos de 

isquemia/hipóxia induzidos durante a contração uterina, devido à diminuição do 

fluxo sanguíneo para o miométrio, podem desencadear o acúmulo de radicais livres 

(EROs). Os radicais livres são os produtos de reações de redução biológica e a 

superprodução de EROs estão implicadas na patogênese da dismenorreia, tendo 

em vista que esses radicais podem desencadear alterações em proteínas e no DNA 

podendo levar à alterações na função miometrial ou à ativação de cascatas de 

sinalização (ativação de proteínas como PKC, MAPK/ERK e enzimas como as 

ciclooxigenases), resultando em eventos como hipercontratilidade uterina e 

inflamação endometrial (GUNEI, 2012; KAPLAN et al., 2013). 

Visto isso, o aumento de espécies reativas promovidas pela hipóxia e 

isquemia no sistema reprodutor feminino, levam ao desenvolvimento de eventos 

oxidativos, como a peroxidação lipídica. O acúmulo de EROs reagem com ácidos 

graxos das membranas celulares, promovendo a destruição das estruturas 

celulares. Com isso, decidimos avaliar se a peroxidação lipídica poderia estar 

envolvida no modelo de DisP estudado, dessa forma, esperávamos que caso a 

hipótese fosse verdadeira, o grupo DisP levaria a um aumento na produção de 

MDA, o principal produto da peroxidação lipídica (SZMIDT et al., 2020). 

Observamos nos nossos resultados um aumento dos níveis de MDA em 

útero e ovários no grupo DisP, quando comparado ao GC (Gráfico 7A e B), 

demonstrando possivelmente o envolvimento da peroxidação lipídica, ocasionado 

pelo aumento de EROs na DisP, que por sua vez possivelmente resulta em dandos 

celulares, bem como na ativação de processos celulares envolvidos no aumento da 

contratilidade e inflamação uterina, como a liberação de prostanoides contráteis 
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(PGs) mediante ativação das COXs e aumento na produção de fatores pró-

inflamatórios (NF-kB). Esses achados corroboram outros estudos da literatura, nos 

quais em outros modelos de DisP apresentaram aumento nos níveis de MDA em 

útero de ratas (LI et al., 2010; MVONDO et al., 2017). 

Além disso, verificou-se que o tratamento com as drogas padrão não alterou 

os níveis de MDA, quando comparado ao grupo DisP em útero e ovários (Gráfico 

8A e B), esses resultados estão consistentes com os dados da literatura nos quais 

não foi observado benefícios da administração desses medicamentos frente aos 

níveis de MDA em útero (KAHRAMAN; CEVIK; SARACOGLU., 2021; 

ORIMADEGUN; AWOLUDE; AGBEDANA., 2021). 

Neste cenário, sabendo que nos quadros de DisP em mulheres há o 

aumento na produção de EROs e supressão de enzimas antioxidantes como a 

superóxido dismutase e catalase (BI et al., 2021), decidimos avaliar se no modelo 

de DisP estudado, estaria havendo alterações balanço oxidativo em útero e ovários 

de ratas avaliando a sua capacidade antioxidante total. 

Visto isso, se houvesse uma diminuição da capacidade antioxidante no 

grupo DisP a hipótese seria considerada positiva. E observou-se que no grupo DisP 

houve uma diminuição da CAT no útero e ovários quando comparado ao GC 

(Gráfico 8A e B), demonstrando assim um desbalanço do estresse oxidativo no 

sistema reprodutor feminino em quadros de DisP, sugerindo dessa forma que 

possivelmente os eventos de hipóxia/isquemia podem estar gerando aumento das 

EROs nesses órgãos, corroborando dessa forma que em quadros de inflamação, 

como a DisP há aumento da produção espécies radicalares possivelmente pela 

supressão de enzimas antioxidantes causando danos oxidativos no sistema 

reprodutor feminino (AMINI; SHAMI; CHEGINI., 2020). 

Ademais, foi observado nos nossos resultados que o tratamento com as 

drogas padrão ibuprofeno (IBU) e escopolamina com dipirona (Esc + Dip), não 

reverteram a diminuição da CAT promovida pela DisP em útero e ovários (Gráfico 

7A e B), demonstrando que essas drogas não apresentaram efeitos benéficos 

frente ao desbalanço oxidativo, como demonstrado em outros estudos descritos na 

literatura (JESUÍNO et al.,2019; KAHRAMAN; CEVIK; SARACOGLU., 2021). 

Portanto, nossos resultados fornecem evidências iniciais que o modelo de 

DisP utilizado nesse trabalho, aumenta a reatividade contrátil e diminui reatividade 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Kahraman%2C+Ersin
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Cevik%2C+Banu
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Tolga+Saracoglu%2C+Kemal
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relaxante uterina, podendo este efeito estar relacionado ao aumento camada 

miometrial e mecanismos que envolvem aumento na expressão de receptores da 

ocitocina, prostaglandinas e/ou diminuição da ativação da sinalização β-

adrenérgica, além de possivelmente modular positivamente a expressão dos Cav 

tipo L ou influxo dos íons Ca2+. 

Ademais, demonstrou-se que nesse modelo de dismenorreia primária houve 

um desbalanço no estresse oxidativo, caracterizado pelo aumento nos níveis de 

MDA e diminuição da CAT. Esses achados revelam que o modelo experimental 

padronizado em ratas Wistar no nosso laboratório, pode contribuir para futuros 

estudos da sinalização envolvida com a fisiopatologia da DisP, bem como, na 

investigação de novas substâncias que possam vir a ser utilizadas como candidatos 

a fármacos/medicamentos para a prevenção e/ou tratamento da dismenorreia 

primária. 
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5 Capítulo II: Efeito preventivo da suplementação com S. platensis sobre as 

alterações induzidas pela dismenorreia primária no sistema reprodutor 

feminino de rata Wistar 

 

5.1 Material 

 

5.1.1 Produto-teste 

 

A Spirulina platensis foi adquirida na forma de pó no laboratório INFINITY 

Pharma. (HONG KONG - China) (lote n° 17J11-B004-025041, Anexo 3). Uma 

amostra foi analisada através da realização de testes de controle de qualidade e 

fracionada pela Farmácia de Manipulação Roval (João Pessoa-PB) (lote n° 

20121025). A SP foi diluída com soro fisiológico para obtenção das soluções para 

administração. 

 

5.1.2 Animais 

 

Ratas Wistar (Rattus norvegicus), com 8 semanas de idade 

(aproximadamente 180 – 200g), eram adquiridas da Unidade de Produção Animal 

(UPA) do IPeFarM da UFPB. 

Previamente, as ratas eram mantidas sob rigoroso controle alimentar com 

uma dieta balanceada a base de ração tipo pellets (Nuvilab®) e livre acesso a água, 

com ventilação e temperatura (21  1 C) controladas e constantes, submetidas 

diariamente a um ciclo claro-escuro de 12 h, sendo o período claro das 6 às 18h00. 

Os experimentos eram realizados no período de 8 às 20h00. Todos os 

procedimentos experimentais foram realizados seguindo os princípios de cuidados 

com animais seguindo os princípios de cuidados com animais e foram submetidos 

e aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA (certidão Nº 

1886010520) da UFPB (Anexo 2). 

 
5.1.3 Substâncias e reagentes 

 

O cloreto de cálcio di-hidratado (CaCl2.2H2O), o bicarbonato de sódio 

(NaHCO3), o cloreto de potássio (KCl), o cloreto de magnésio di-hidratado 
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(MgCl2.2H2O), a glicose (C6H12O6), o cloreto de sódio (NaCl), o ácido clorídrico 

(HCl), hidróxido de sódio (NaOH), isoprenalina e nifedipino foram obtidos da Êxodo 

Científica (Brasil).  

O dietilestilbestrol e a prostaglandina F2α (PGF2α) foram obtidos da Cayman 

Chemical Company (EUA). A ocitocina foi obtida da União Química (Brasil). 

Estas substâncias foram mantidas em um “freezer” à temperatura de -20 °C. 

Todas foram solubilizadas e diluídas em água destilada, exceto o dietilestilbestrol, 

que era dissolvido em álcool etílico absoluto para obtenção da solução-estoque. 

Quando necessário, essas soluções-estoque eram diluídas para obtenção de 

concentrações apropriadas para cada protocolo experimental.  

 A mistura carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2) foi obtida da White Martins 

(Brasil).  

 

5.1.4 Solução nutritiva 

 

A solução nutritiva utilizada para a realização dos experimentos era a de 

Locke Ringer (REVUELTA; CATABRANA; HIDALGO, 1997), que era ajustada ao 

pH 7,4, com uma solução de HCl ou NaOH, 1N), e gaseificada com carbogênio 

(95% de O2 e 5% de CO2) e mantida a 32 °C, cuja composição está descrita abaixo:  

 

Composição da solução de Locke Ringer (mM): NaCl (154,0), KCl (5,6), 

MgCl2 (2,1), CaCl2 (2,2), glicose (5,6), NaHCO3 (6,0).  

 
5.1.5 Equipamentos 

 
Para obtenção e registro das contrações isométricas, os órgãos eram 

suspensos em cubas de banho para órgãos isolados (6 mL) de modelo BOI-04 

conectadas a transdutores de força isométricos de modelo TIM 05 e acoplados a 

um amplificador modelo AECAD04F, que por sua vez, estava conectado a um 

sistema de aquisição digital com o software AQCAD versão 2.1.6 proporcionado 

aquisição dos dados e ANCAD para análise destes (Figura 7, Capítulo I). 

Conectado ao sistema que possui uma bomba termostática modelo BT-60 que 

controlava a temperatura das cubas. Todos os aparelhos utilizados nos 

experimentos funcionais foram adquiridos da AVS Projetos (São Paulo, SP, Brasil).  
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As substâncias utilizadas eram pesadas em balança analítica modelo AG200 

e os animais em balança semianalítica modelo BG4001, ambas da Gehaka (Brasil). 

Todos os valores de pH eram verificados através de um pHmetro digital PG 2000 

(GEHAKA, Brasil). 

Para os experimentos de histomorfometria mediante obtenção dos cortes 

histológicos, as amostras eram submetidas ao processador de tecidos modelo 

PT05 (LUPTEC, Brasil), posteriormente seccionadas em micrótomo rotativo modelo 

RM 2125 RT (Leica, Alemanha) e fotografadas em microscópio ótico com câmera 

acoplada modelo BX41 (Olympus, Formosa) e posteriormente analisadas por 

programa analisador de imagem (Leica Qwin 3.1). 

Para os experimentos de extresse oxidativo, as amostras utilizadas foram 

centrifugadas em aparelho refrigerado, modelo VS-15000 CFN II (VISION, Coreia 

do Sul) e centrífuga de bancada, modelo NI 1811- A (NOVA instruments, SP, 

Brasil). Para a leitura das absorbâncias e realização da dosagem de MDA e do teste 

da capacidade antioxidante total (CAT) era realizada no espectrofotômetro modelo 

SP-22 da Biospectro (Paraná, Brasil). As medidas de absorbância eram feitas 

utilizando um espectrofotômetro ultravioleta modelo SP 22 (Bioespectro, Salvador, 

BA, Brasil). 

 

5.2 Métodos 

 

5.2.1 Grupos experimentais 

 

As ratas Wistar eram divididas randomicamente em quatro grupos 

experimentais: (1) grupo controle (GC); (2) ratas com dismenorreia primária (DisP); 

(3) ratas com dismenorreia primária suplementadas com Spirulina platensis com a 

dose de 50 mg/kg (DISP+SP50) e (4) ratas com dismenorreia primária 

suplementadas Spirulina platensis na dose de 100 mg/kg (DISP+SP100). 

 

5.2.2 Preparo e administração da S. platensis 

 

A S. platensis em pó era diariamente dissolvido em soro fisiológico nas 

proporções de 0,005 e 0,010 g/mL para a preparação das doses de 50 e 100 mg/kg, 
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respectivamente, que eram administradas por gavagem aos animais. As 

suplementações eram realizadas por um período de oito semanas sendo esta 

realizada 3 vezes por semana (FERREIRA et al., 2021). A administração da solução 

era feita por via oral utilizando como técnica a gavagem, a administração ocorria no 

período das 12 às 14 h, utilizando agulhas de aço inox para gavagem (BD-12, 

Insight, Ribeirão Preto, SP) e seringas descartáveis de 10 mL com precisão de 0,2 

mL (BD, HIGILAB, João Pessoa, PB). 

 

5.2.3 Investigação do efeito preventivo da suplementação com S. platensis 

nas alterações de reatividade contrátil e relaxante induzidas pela 

dismenorreia primária  

 

Conforme descrito anteriormente no item 5.2.2 era administrado aos animais 

por via oral a alga S. platensis no período das 12 às 14h00 com o auxílio de agulhas 

de aço inoxidável para gavagem e seringas descaráveis de 5 mL com precisão de 

0,2 mL o tratamento era realizado durante 8 semanas, com a frequência de três 

vezes na semana, sendo esta administração realizada três vezes por semana 

(Figura 10). 

 
Figura 10 – Protocolo de administração da Spirulina platensis 

 

 
 
Fonte: Autor, 2022. 
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5.3 Abordagem In vivo 

 

5.3.1 Protocolo de indução da dismenorreia 

 

Durante as 8 semanas de tratamento com a Spirulina platensis nos últimos 

10 dias era realizada a indução da dismenorreia, para tal, era injetado nos animais 

dietilestilbestrol (s.c) uma vez ao dia por 10 dias consecutivos, sendo no 1º 

(primeiro) e 10º (último) dia (2,5 mg/kg) e 1 mg/kg do 2º (segundo) ao 9º (nono) dia. 

Após 24 horas da última administração, era injetado ocitocina (i.p) 1 UI/kg nos 

animais (Figura 8, Capítulo I). 

Após os tratamentos, as ratas eram eutanasiadas por anestesia com 

cetamina 100 mg/kg (i.p.) e xilazina 10 mg/kg (i.p.), seguido por método 

complementar de decapitação por guilhotina, e o útero e ovário eram removidos 

para posteriores análises (HU; JIN, 1999; LIU et al., 2011). 

 

5.3.1.1 Pontuação de contorções 

 

Os critérios de pontuação para os experimentos comportamentais dos 

animais eram realizados mediante a atribuição de scores para cada movimento de 

contorção apresentado pelos animais, a fim de avaliar a dismenorreia experimental. 

Para isso, os animais eram colocados em uma caixa de vidro, após a administração 

de ocitocina e eram observados durante 30 minutos por dois avaliadores, que 

passaram por treinamentos prévios de calibração para avaliação comportamental. 

Os scores atribuídos a cada padrão comportamental estão apresentados no quadro 

1 apresentado no capítulo I, para cálculo da pontuação de contorção, foi utilizada a 

fórmula descrita no capítulo I. 

 
5.4 Abordagem In vitro 

 

5.4.1 Efeitos da suplementação com Spirulina platensis sobre a reatividade 

contrátil farmacomecânica induzida por ocitocina ou PGF2α nas alterações em 

útero de ratas induzidas pela dismenorreia primária 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S094471131300202X?casa_token=h6ZmEEbkkoQAAAAA:OH1CiggvAbWbAfqWT0YWyulqmeOA-R6gBJHYUNM7AdLhG2N-ircBFEyjkwbaXsUrT4KCBULSqo28#bib0080
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Após o período de estabilização, duas curvas consecutivas com 

concentrações cumulativas de ocitocina ou PGF2α eram obtidas. Os resultados 

eram avaliados comparando-se a amplitude da resposta contrátil do útero do grupo 

controle com aquela obtida pela média das amplitudes máximas das curvas dos 

grupos DisP e suplementado com a alga Spirulina platensis (SP) (HEYLEN et al., 

2008). 

 A reatividade contrátil do útero de rata era avaliada pela determinação do 

efeito máximo (Emax) e do logaritmo negativo na base dez da concentração de uma 

substância que produz 50% do seu efeito máximo (pCE50) da ocitocina ou PGF2α 

para os animais dos grupos DisP, DisP + SP50 e DisP + SP100 e comparados com 

o grupo controle. 

 

5.4.2 Efeitos da suplementação com Spirulina platensis sobre a reatividade 

contrátil eletromecânica induzida por KCl nas alterações em útero de ratas 

induzidas pela dismenorreia primária 

 

Após o período de estabilização, duas curvas consecutivas com 

concentrações cumulativas com KCl eram obtidas. Os resultados eram avaliados 

comparando-se a amplitude da resposta contrátil do útero do grupo controle com 

os outros grupos avaliados, conforme desctrio no intem anterior (HEYLEN et al., 

2008). 

 A reatividade contrátil do útero de rata era avaliada pela determinação do 

Emax e pCE50 conforme descrito no item anterior. 

 

5.4.3 Efeitos da suplementação com Spirulina platensis sobre a reatividade 

relaxante induzida pela isoprenalina nas alterações em útero de ratas 

induzidas pela dismenorreia primária 

 

Após o período de estabilização, uma contração com ocitocina era induzida 

e durante o componente tônico da contração, a isoprenalina era adicionada 

respectivamente de maneira cumulativa à cuba em preparações distintas nos 

grupos GC, DisP, DisP + SP50 e DisP + SP100 (HEYLEN et al., 2008). A 

reatividade relaxante uterina era avaliada conforme descrito no capítulo I. 
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5.4.4 Efeitos da suplementação com Spirulina platensis sobre a reatividade 

relaxante induzida pelo nifedipino nas alterações em útero de ratas induzidas 

pela dismenorreia primária 

 

Após o período de estabilização, uma contração com KCl era induzida e 

durante o componente tônico da contração, o nifedipino era adicionado 

respectivamente de maneira cumulativa à cuba em preparações distintas nos 

grupos GC, DisP, DisP + SP50 e DisP + SP100 (HEYLEN et al., 2008). A 

reatividade relaxante uterina era avaliada conforme descrito no capítulo I. 

 

5.4.5 Análise histopatológica do útero e ovário 

 

As amostras de útero e ovários de cada rata eram isoladas e fixadas em 

solução de formaldeído tamponado 10% e incluídos em parafina. Posteriormente, 

eram cortados em micrótomo (espessura de 4 μm), montadas em lâminas 

histológicas e desparafinadas em xilol durante 30 minutos, logo após eram 

hidratadas em álcoois em concentrações decrescentes por 25 minutos e lavados 

em água corrente por 5 minutos, depois eram lavados em água destilada. As 

amostras eram tratadas com hematoxilina de Harris por 1 minuto, lavadas 

novamente em água destiladas por 5 minutos e novamente coradas pela eosina 

por 3 minutos e, após também lavadas em água corrente durante mais 30 

segundos.  

Finalmente as lâminas eram desidratadas em concentrações crescentes de 

álcoois, diafanizadas em xilol, e montadas com Entellan. Os parâmentros 

analisados foram observados conforme descritos no capítulo I. As fotomicrografias 

das lâminas eram capturadas através de câmera acoplada a um microscópio óptico. 

Para a metodologia empregada no imageamento microscópico, segmentação de 

imagens e definição das condições de morfometria foi utilizado método descrito por 

Caliari (1997). 
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5.4.6 Avaliação dos efeitos da suplementação com Spirulina platensis nas 

alterações induzidas pela dismenorreia primária sobre CAT e MDA em útero 

de ratas Wistar 

 

5.4.7 Obtenção do homogenato do tecido muscular uterino e dos ovários 

 

Após a eutanásia dos animais, os cornos uterinos e ovários eram isolados, 

coletados e armazenados, para posterior preparo do homogenato dos tecidos 

conforme metodologia descrita no capítulo I. 

 

5.4.8 Análise dos níveis de malondialdeído (MDA) e da capacidade 

antioxidante total (CAT) no tecido uterino e ovariano 

 

A quantificação da produção de malondialdeído (MDA) era realizada por 

meio do método descrito por Ohkawa; Ohishi; Yagi (1979). Após a obtenção do 

homogenato uterino e ovariano, alíquotas de 250 µL eram incubadas a 37 °C em 

banho-maria por 60 minutos. Em seguida, as amostras eram precipitadas com 400 

µL de ácido perclórico 35% e centrifugadas a 16.851 x g por 20 minutos a 4 °C. 

Logo após, as amostras do sobrenadante eram transferidas para tubos Eppendorf, 

400 µL de ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,6% eram adicionados às amostras e 

incubadas à temperatura de 95-100 °C por 1 h.  

Em seguida, após o resfriamento, as amostras eram lidas em 

espectrofotômetro a 532 nm. As amostras turvas após o banho-maria eram 

centrifugadas novamente a 1.198 x g por 10 minutos antes da leitura. A 

determinação dos níveis de MDA (μmol/L de amostra) nas amostras era feita 

substituindo os valores de absorbância na curva-padrão de MDA obtida para a 

solução padrão (1 µL de 1,1,3,3-tetrametoxipropano em 70 mL de água destilada, 

diluída em séries de 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750, 2000, 2250, 2500, 

2750 e 3000 µL de água destilada).  

Por fim, a medida da capacidade antioxidante total (CAT) era feita utilizando 

o método de DPPH descrito por Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995). O 

experimento era realizado utilizando tubos apropriados para centrífuga, em seguida 

eram adicionados 50 µL do homogenato uterino e ovariano e 2 mL da solução de 
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DPPH dissolvido em etanol absoluto (0,012 g/L) e os tubos eram protegidos da luz; 

em seguida, os tubos eram agitados em vórtex por 10 segundos e, então, mantidos 

em repouso por 30 minutos. Após esse procedimento, as amostras eram 

centrifugadas a 7.489 x g por 15 minutos a 20 °C.  

O sobrenadante era lido em espectrofotômetro a 515 nm. Os resultados 

eram expressos como percentual de inibição da oxidação, através da fórmula 

descrita no capítulo 1. As análises eram feitas comparando-se os níveis de MDA 

(μmol/L de amostra) ou da CAT (%) entre os grupos GC, DisP, DisP+SP50 e 

DisP+SP100. 

 

5.5 Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (e.p.m.) 

e analisados estatisticamente empregando-se o teste “t” (não pareado) ou análise 

de variância one way (ANOVA) seguido do pós-teste de Tukey, sendo as diferenças 

entre as médias consideradas significantes quando p < 0,05. Os valores de pCE50 

foram calculados por regressão não linear para todos os experimentos realizados. 

Todos os resultados foram analisados pelo programa GraphPad Prism® versão 

5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, USA). 

Para reatividade contrátil do útero de rata era avaliada pela determinação do 

efeito máximo (Emax) e do logaritmo negativo na base dez da concentração de uma 

substância que produz 50% do seu efeito máximo (pCE50) da ocitocina, KCl ou 

PGF2α para os animais com dismenorreia primária e comparados com o grupo 

controle. A reatividade relaxante era analisada como a percentagem reversa da 

contração induzida por ocitocina ou KCl e os resultados eram avaliados 

comparando-se a amplitude da resposta relaxante do útero das ratas do grupo com 

dismenorreia primária com aquela obtida pela média das amplitudes máximas das 

curvas controle.  

Os resultados das análises histopatológicas e do estresse oxidativo foram 

expressos como média ± erro padrão da média (e.p.m.) e analisados 

estatisticamente empregando-se análise de variância one way (ANOVA) seguido 

do pós-teste de Tukey, sendo as diferenças entre as médias consideradas 

significantes quando p < 0,05. 
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5.6 Resultados 

 

5.6.1 Efeitos da suplementação com S. platensis sobre às contorções no 

modelo experimental de dismenorreia primária em ratas Wistar 

 

Ao avaliarmos os scores das pontuações entre os grupos, observou-se 

que o grupo Disp teve um aumento na pontuação (119 ± 6,9) quando comparado 

ao GC (3,0 ± 1,0). Quando as ratas eram suplementadas com a S. platensis nas 

doses de 50 (Disp + SP50) e 100 mg/kg (Disp + SP100), a alga diminuiu o 

aumento da pontuação de contorções no modelo de dismenorreia primária em 

ratas (98,2 ± 2, 6; 64,0 ± 3,1, respectivamente) (Gráfico 9). 
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Gráfico 9 – Pontuação referente as contorções dos grupos, GC, DisP, DisP + SP50 e 
DisP + SP100 em ratas Wistar. 
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Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., 
respectivamente (n = 10). ANOVA one-way seguido do pós-teste de Tukey. *p < 0,05 
(GC vs. DisP); #p < 0,05 (DisP vs. DisP + SP50; DisP + SP100). 

 
Fonte: Autor, 2022. 
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5.6.2 Avaliação dos efeitos da dismenorreia primária e da suplementação 

com Spirulina platensis sobre os parâmetros histomorfométricos do útero 

e ovários em ratas Wistar 

 

No corte histológico de útero (Figura 11A) corado em hematoxilina e 

eosina mostrando partes do órgão, destacando o endométrio (E) e o miométrio 

(M). Nos animais do grupo GC (A), observa-se endométrio histologicamente 

preservado, conformações glandulares circulares e ausência de lesão 

morfológica. Diferentemente no grupo DisP, observa-se glândulas endometriais 

desorganizadas e danos no tecido endometrial (E), além do espessamento da 

camada miometrial (M) quando comparado ao GC.  

Já nos grupos suplementados com Spirulina platensis nas doses de 50 e 

100 mg/kg (C e D), observa-se que a alga preveniu as alterações no endométrio 

preservando as conformações glandulares e ausência de lesão morfológica, bem 

como diminuiu a espessura da camada miometrial (M) quando comparado ao 

DisP. Ao analisar a espessura da camada miometrial (M), os dados 

morfométricos indicam que ao comparar as ratas do GC (289,2 ± 3,8 µm2), o 

grupo DisP (582 ± 11,5) aumentou a espessura miometrial. Já as ratas 

suplementadas com Spirulina platensis 50 mg/kg preveniu parcialmente (381,0 

± 37,2 µm2) e 100 mg/kg totalmente (308,8 ± 22,7 µm2) o aumento da camada 

do miométrio quando comparados ao grupo DisP (Gráfico 10). 

No corte histológico dos ovários (Figura 11B), observa-se a presença 

majoritária de folículos secundários nos grupos GC e DisP, já nos animais 

suplementados com a alga, além dos folículos secundários, observa-se folículos 

de Graaf. 
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Figura 11 – – Efeito da dismenorreia primária e suplementação com Spirulina platensis sobre a morfologia do útero (A) e ovários (B) de ratas 
Wistar, nos grupos GC (A), DisP (B), DisP + SP50 (C), DisP + SP100 (D). 

 

    

 

Fotomicrografia de útero (A) e ovários (B) de rata em GC (A), DisP (B), DisP + SP50 (C), DisP + SP100 (D). Em útero (A) observa-se o endométrio 
(E); miométrio (M). Nos ovários (↑) indicam folículos secundários e os (▲) indicam folículos de graaf. GC = grupo controle; DisP = grupo 
dismenorreia primária; DisP + SP50 = grupo dismenorreia primária + Spirulina platensis (50 mg/kg); IBU = grupo dismenorreia primária + Spirulina 
platensis (100 mg/kg). 
Fonte: Autor, 2022.

A B 
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Gráfico 10 – Efeito da dismenorreia primária e Spirulina platensis sobre a área muscular 

em útero de rata, nos grupos GC, DisP, DisP + SP50 e DisP + SP100. 
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Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente 
(n = 10). ANOVA one-way seguido do pós-teste de Tukey. *p < 0,05 (GC vs. DisP); e #p < 
0,05 (DisP vs. DisP + SP50 e DisP + SP100). 
 
Fonte: Autor, 2022. 
  



121 

Resultados 
Lacerda-Júnior, 2022                                                                       5 Capítulo II 

 
 

5.6.3 Efeito da dismenorreia primária e da suplementação com S. platensis 

sobre acoplamento farmacomecânico de contração em útero de ratas Wistar 

 

5.6.3.1 Efeito da dismenorreia primária e da suplementação com S. platensis 

sobre o acomplamento farmacomecânico de contração induzida por ocitocina 

ou PGF2α em útero de ratas Wistar 

 

No grupo DisP, observou-se um aumento na potência e eficácia contrátil 

frente à ocitocina (pCE50 = 3,5 ± 0,1; Emax = 145,4 ± 8,7%) quando comparado ao 

GC (pCE50 = 3,1 ± 0,05; Emax = 100%) (Gráfico 11A e Tabela 2). 

Quando as ratas eram suplementadas com a S. platensis na dose de 50 

(Disp + SP50) não houve prevenção do aumento da potência e eficácia quando 

comparado ao grupo DisP (pCE50 = 3,3 ± 0,1; Emax = 131,9 ± 2,7%), no entanto, 

quando os animais eram suplementados com a alga na dose de 100 mg/kg (Disp + 

SP100), a alga preveniu o aumento da potência e eficácia contrátil à ocitocina 

(pCE50 = 3,1 ± 0,1; Emax = 120,4 ± 2,9%) quando comparado ao DisP (Gráfico 11A 

e Tabela 2). 

Com a PGF2α no grupo DisP, observou-se um aumento na potência e eficácia 

contrátil frente à PGF2α (pCE50 =7,4 ± 0,2; Emax = 127,3 ± 15,7%) quando 

comparado ao GC (pCE50 = 6,2 ± 0,1; Emax = 100%) (Gráfico 11B e Tabela 2). 

Quando as ratas eram suplementadas com a S. platensis na dose de 50 

(Disp + SP50) não houve prevenção do aumento da potência e eficácia quando 

comparado ao grupo Disp (pCE50 = 7,4 ± 0,1; Emax = 116,8 ± 1,7%), porém, quando 

os animais eram suplementados com a alga na dose de 100 mg/kg (Disp + SP100), 

a alga preveniu parcialmente o aumento da potência (pCE50 = 6,7 ± 0,1) sem alterar 

a eficácia contrátil da PGF2α (Emax = 119,0 ± 3,9%) quando comparado ao Disp 

(Gráfico 11B e Tabela 2). 
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Figura 17– Registros originais das curvas concentrações cumulativas de contração com 
ocitocina SP50 (A) e SP100 (B) em útero isolado de rata. 
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Figura 18– Registros originais das curvas concentrações cumulativas de contração com 
PGF22α SP50 (A) e SP100 (B) em útero isolado de rata. 

 
A 

 
 
B 

 
  



124 

Resultados 
Lacerda-Júnior, 2022                                                                       5 Capítulo II 

 
 

 
Gráfico 11 – Efeito da suplementação alimentar com S. platensis sobre as curvas 

concentrações-resposta cumulativas à ocitocina (A) e PGF2α (B) em útero isolado de rata, 

nos GC (●), DisP (○), DisP + SP50 (▼) e DisP + SP100 (▲). 
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Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 
5). ANOVA one way; nos GC, DisP, DisP + SP50 e DisP + SP100. 
 

Fonte: Autor, 2022. 
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Tabela 2  – Valores de Emax e de pCE50 da PGF2α em útero isolado de rata, nos GC, DisP, 
DisP + SP50 e DisP + SP100. 

 

 
 

ANOVA one-way seguido do pós-teste de Tukey, *p < 0,05 (GC vs. DisP; DisP + SP50; 
DisP + SP100); #p< 0,05 (DisP vs. DisP + SP50; DisP + SP100), & p< 0,05 (DisP + SP50 
vs. DisP + SP100), (n = 5). GC = grupo controle; DisP = grupo com dismenorreia primária; 
DisP + SP50 = grupo com dismenorreia primária e suplementado com Spirulina platensis 
na dose de 50 mg/kg; DisP + SP100 = grupo com dismenorreia primária e suplementado 
com Spirulina platensis na dose de 100 mg/kg. 

 
Fonte: Autor, 2022. 
  

Agentes Grupos Emax (%) pCE50 

Ocitocina GC 100 3,1 ± 0,1 

 DisP 145,1 ± 8,7* 3,5 ± 0,1* 

 DisP + SP50 131,9 ± 2,7* 3,3 ± 0,1 

 DisP + SP100 120,4 ± 2,9*# 3,1 ± 0,1# 
    

PGF2α GC 100 6,15 ± 0,1 

DisP 127,3 ± 15,6* 7,42 ± 0,2* 

DisP + SP50 116,8 ± 1,7 7,37 ± 0,1* 

DisP + SP100 119,0 ± 3,90 6,65 ± 0,1*#& 
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5.6.3.2 Efeito da dismenorreia primária e da suplementação com S. platensis 

sobre o acomplamento eletromecânico de contração induzida por KCl 

 

Frente a contração induzida pelo KCl no grupo DisP, observou-se um 

aumento na potência e eficácia contrátil frente ao agente contrátil (pCE50 = 2,2 ± 

0,1; Emax = 164,0 ± 7,9%) quando comparado ao GC (pCE50 = 1,8 ± 0,1; Emax = 

100%) (Gráfico 12 e Tabela 8). 

Quando as ratas eram suplementadas com a S. platensis nas doses de 50 

(Disp + SP50) e 100 mg/kg (Disp + SP100), preveniu o aumento da potência (pCE50 

= 1,8 ± 0,1; pCE50 = 1,9 ± 0,1, respectivamente), o grupo DisP + SP50 preveniu 

parcialmente o aumento da eficácia contrátil do KCl (Emax = 128,8 ± 4,7%) 

diferentemente Disp + SP100 (Emax = 102,9 ± 1,8%) preveniu totalmente o aumento 

do efeito máximo, quando comparado ao Disp (Gráfico 12). 
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Figura 19– Registros originais das curvas concentrações cumulativas de contração com 
KCl SP50 (A) e SP100 (B) em útero isolado de rata. 
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Gráfico 12 – Efeito da suplementação alimentar com S. platensis sobre as curvas 
concentrações-resposta cumulativas ao KCl em útero isolado de rata, nos GC (●), DisP (○), 
DisP + SP50 (▼) e DisP + SP100 (▲). 
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Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5). 
ANOVA one way; nos GC, DisP, DisP + SP50 e DisP + SP100. 

 

Fonte: Autor, 2022. 
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5.6.4 Efeito da dismenorreia primária e da suplementação com S. platensis 

sobre o acomplamento farmacomecânico de relaxamento induzido por 

isoprenalina 

 

No relaxamento induzido pela isoprenalina o grupo DisP, diminuiu a potência 

e eficácia relaxante da isoprenalina (pCE50 = 11,0 ± 0,2; Emax= 79,4 ± 2,7) quando 

comparado ao GC (pCE50 = 15,1 ± 0,2; Emax = 100%) (Gráfico 13).  

Quando as ratas eram suplementadas, com S. platensis na dose de 50 

mg/kg, a alga preveniu uma diminuição do efeito máximo, mas não alterou a 

potência relaxante da isoprenalina (pCE50 = 11,9 ± 0,18; Emax = 99,4 ± 0,6%), 

quando comparado ao grupo DisP, diferentemente quando as ratas foram 

suplementadas com a dose de 100 mg/kg (DisP + SP100) verificou-se uma 

prevenção da diminuição da potência e eficácia relaxante da isoprenalina (pCE50 = 

15,15 ± 0,4; Emax = 100,0%) (Gráfico 13). 
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Figura 20– Registros originais das curvas concentrações cumulativas de relaxamento com 
isoprenalina SP50 (A) e SP100 (B) em útero isolado de rata. 
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Gráfico 13 – Efeito da suplementação alimentar com S. platensis sobre as curvas 
concentrações-resposta cumulativas de relaxamento a isoprenalina em útero isolado de 
rata pré-contraído com ocitocina, nos GC (●), DisP (○), DisP + SP50 (▼) e DisP + SP100 
(▲). 
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Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5). 
ANOVA one way; nos GC, DisP, DisP + SP50 e DisP + SP100. 
 
Fonte: Autor, 2022. 
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5.6.5 Efeito da dismenorreia primária e da suplementação com S. platensis 

sobre o acomplamento eletromecânico de relaxamento induzido por 

nifedipino 

 

No relaxamento induzido com nifedipino o grupo DisP, diminuiu a potência e 

eficácia relaxantes do agente relaxante (pCE50 = 6,6 ± 0,1; Emax= 73,5 ± 1,3%) 

quando comparado ao GC (pCE50 = 9,5 ± 0,1; 100%) (Gráfico 14). 

Quando as ratas eram suplementadas coma a alga, verificou-se que a 

suplementação com a dose de 50 mg/kg em DisP + SP50 uma prevenção da 

diminuição do efeito máximo relaxante do nifedipino e parcialmente da sua potência 

relaxante (pCE50 = 8,1 ± 0,1; Emax= 100%), porém no grupo DisP + SP100 com a 

dose de 100 mg/kg, observou-se prevenção total da diminuição da potência e do 

efeito máximo relaxantes do nifedipino (pCE50 = 9,1 ± 0,2; 100%) (Gráfico 14). 
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Figura 21– Registros originais das curvas concentrações cumulativas de relaxamento com 
nifedipino SP50 (A) e SP100 (B) em útero isolado de rata. 
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Gráfico 14 – Efeito da suplementação alimentar com S. platensis sobre as curvas 
concentrações-resposta cumulativas de relaxamento com nifedipino em útero isolado de 
rata, nos GC (●), DisP (○), DisP + SP50 (▼) e DisP + SP100 (▲). 
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5.6.6 Efeito da dismenorreia primária e suplementação com Spirulina 

platensis sobre a concentração de malondialdeído (MDA) no útero e ovário de 

rata 

 

Nas ratas do grupo DisP (6,0 ± 0,1%), verificou-se um aumento nos níveis 

de MDA em útero de ratas quando comparado ao GC (1,9 ± 0,2%). Quando as ratas 

foram suplementadas com Spirulina platensis na dose de 50 mg/kg, grupo DisP + 

SP50 (5,5% ± 0,6%) a alga não preveniu o aumento de MDA, diferentemente a 

suplementação com a dose de 100 mg/kg (DisP + SP100) (2,5% ± 0,1) preveniu o 

aumento dos níveis de MDA quando comparado ao grupo DisP (Gráfico 15A). 

Nos ovários, foi demonstrado que o grupo DisP (5,4 ± 0,2%) aumentou os 

níveis de MDA quando comparado ao GC (1,5 ± 0,1%). E as ratas quando 

suplementadas com a alga nas doses de 50 e 100 mg/kg (DisP + SP50 e DisP + 

SP100), preveniram o aumento dos níveis de MDA quando comparado ao grupo 

DisP (3,8 ± 0,5% e 2,3 ± 0,2%) respectivamente (Gráfico 15B). 
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Gráfico 15 – Efeito da dismenorreia primária e suplementação com Spirulina platensis 
sobre os níveis de malondialdeído (MDA) em útero (A) e em ovário (B) de rata, nos GC, 
DisP, DisP + SP50 e DisP + SP100. 
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Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente 

(n = 5). ANOVA one-way seguido do pós-teste de Tukey. *p < 0,05 (GC vs. DisP); #p < 0,05 
(DisP vs. DisP + SP50; DisP + SP100), e &p < 0,05 (DisP + SP100 vs. DisP + SP50). 
Fonte: Autor, 2022. 
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5.6.7 Efeito da dismenorreia primária e suplementação com Spirulina 

platensis sobre a capacidade antioxidante total (CAT) no útero e ovário de 

rata 

 

 Em útero de ratas, observou-se que o grupo DisP diminuiu a CAT (82,2 ± 

2,9%) quando comparada ao controle (94,8 ± 1,2%). A suplementação com 

Spirulina Platensis na dose de 50 mg/kg (78,8 ± 2,8%) não preveniu a diminuição 

da CAT quando comparado ao grupo DisP, diferentemente a suplementação com 

a alga na dose de 100 mg/kg (DisP + SP100) (95,7 ± 2,2%) preveniu a diminuição 

da CAT (Gráfico 16A). 

Nos ovários, verificou-se que o grupo DisP promoveu uma diminuição da 

CAT (37,9 ± 2,3%) quando comparada ao GC (59,5 ± 1,3%). Quando as ratas foram 

suplementadas com a alga nas doses de 50 mg/kg (55,3 ± 5,8%) e 100 mg/kg (72,3 

± 1,4%), ambas preveniram a diminuição da CAT quando comparados ao DisP 

(Gráfico 16B). 
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Gráfico 16 – Efeito da dismenorreia primária e suplementação com Spirulina platensis 
sobre a capacidade antioxidante total no útero (A) e em ovário (B) de rata, nos GC, DisP, 
DisP + SP50 e DisP + SP100. 

A 

G
C

D
is

P

D
is

P +
 S

P50

D
is

P +
 S

P10
0

0

25

50

75

100

* *

#&

C
a
p

a
c
id

a
d

e
 a

n
ti

o
x
id

a
n

te
 t

o
ta

l

e
m

 ú
te

ro
 d

e
 r

a
ta

 (
%

)

 
B 

G
C

D
is

P

D
is

P +
 S

P50

D
is

P +
 S

P10
0

0

25

50

75

100

*

#

*#&

C
a
p

a
c
id

a
d

e
 a

n
ti

o
x
id

a
n

te
 t

o
ta

l

e
m

 o
v
á
ri

o
 d

e
 r

a
ta

 (
%

)

 
 

Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente 
(n = 5). ANOVA one-way seguido do pós-teste de Tukey. *p < 0,05 (GC vs. DisP); #p < 0,05 
(DisP vs. DisP + SP50; DisP + SP100), e &p < 0,05 (DisP + SP100 vs DisP + SP50). 
Fonte: Autor, 2022.
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Discussão 

 

No presente trabalho, foi implantado o modelo de dismenorreia primária 

experimental induzido pela administração de dietilestilbestrol e ocitocina em ratas 

Wistar apresentado no capítulo 1, e foi observado que Spirulina platensis diminuiu 

a pontuação de contorções nas ratas em estudos in vivo, apresentando efeito anti-

dismenorreico e nos parâmetros analisados in vitro SP preveniu o aumento da 

camada miometrial e danos a camada endometrial uterina, bem como preveniu o 

aumento da reatividade contrátil e aumento da relaxante em útero de ratas, 

adicionalmente a alga diminuiu o estresse oxidativo em útero e ovários de ratas 

promovido pela DisP. 

A dismenorreia primária é a principal cauda de dor pélvica crônica e acomete 

mulheres jovens e em idade fértil, causando absenteísmo de atividades essenciais. 

A DisP é considerada um problema de saúde público pela OMS e é caracterizada 

pela hipercontratilidade uterina exarcebada durante o período menstrual, o 

tratamento farmacológico da DisP envolve o uso de AINEs e antiespasmódicos, o 

uso por tempo prolongado desses medicamentos pode desencadear o 

aparecimento de efeitos indesejáveis, como distúrbios no trato gastrointestinal 

(PARKER; SNEDDON; ARBON., 2010; LIDH; ELLSTRON; MILSON., 2012). Dessa 

forma, evidencia-se o interesse em compreender os processos bioquímicos 

envolvidos na fisiopatologia da DisP e na busca por novas substâncias para se 

estabelecer um tratamento eficaz para esse distúrbio. 

Estudos recentes realizados por Ferreira et al. (2021) demonstrou que em 

útero de ratas Wistar submetidas ao treinamento intenso de força houve aumento 

da eficácia e diminuição da potência do componente eletromecânico da contração 

promovida pelo KCl e aumento da eficácia no componente farmacomecânico de 

contração induzida pela ocitocina, além de promover o aumento da camada 

miometrial uterina e do estresse oxidativo. Ferreira et al. (2021), relatou que a 

suplementação com Spirulina platensis na dose de 100 mg/kg preveniu o aumento 

da eficácia e diminuição da potência na contração induzida pelo KCl e previniu 

parcialmente o aumento da eficácia do componente farmacomecânico de contração 

induzida pela ocitocina, por inibição da via Rho/ROCK e diminuição dos níveis do 

âniôn superóxido, bem como preveniu as alterações histológicas uterinas causadas 
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pelo exercício intenso de força, como aumento da camada miometrial. Diante disso, 

sugeriu-se que a suplementação com a SP promove benefícios frente a problemas 

no sistema reprodutor feminino, envolvendo hipercontratilidade uterina como aborto 

e dismenorreia primária. 

Nesse contexto, a S. platensis, que é uma alga verde-azulada com alto valor 

nutricional, que vem chamando atenção como fonte potencial para o tratamento de 

diferentes doenças. Visto que a suplementação com a alga promoveu efeitos 

benéficos em útero de rata frente as alterações causadas pelo exercício de força, 

decidiu-se avaliar se a suplementação com S. platensis preveniria as alterações 

desenvolvidas pela dismenorreia primária em útero e ovário de ratas Wistar. Diante 

dessa premissa, decidimos avaliar se a suplementação com a alga nas doses de 

50 e 100 mg/kg preveniria o aumento das contorções promovidas pela DisP em 

útero de ratas Wistar, esperávamos que caso a hipótese fosse verdadeira, 

observaríamos uma redução da pontuação de contorções. 

Nos resultados de pontuação de contorções frente ao modelo experimental 

de DisP, observamos que a suplementação com a alga nas doses de 50 e 100 

mg/kg durante 8 semanas, preveniu o aumento da pontuação de contorções 

quando comparado ao grupo DisP, sugerindo dessa forma que a alga apresenta 

um efeito antidismenorreico, possivelmente apresentando um efeito anti-

inflamatório ou antiespasmódico. 

Essas atividades farmacológicas já foram atribuídas a esta alga em outros 

estudos, como demonstrado por Ferreira et al. (2021) e Barros (2021) nos quais a 

alga, promoveu diminuição da eficácia do KCl no acoplamento eletromecânico de 

contração em útero de ratas treinadas por promover inibição das ciclooxigenases e 

diminuir dessa forma a produção de prostanoides contráteis, como a PGF2α. Além 

disso, em outros modelos de músculo liso como em íleo e corpo cavernoso de ratos, 

verificou-se que a alga também melhorou a reatividade relaxante prejudicada pela 

obesidade, por possivelmente inibir as ciclooxigenases, desencadeando a 

diminuição da formação de prostaglandinas contráteis. Adicionalmente esse efeito 

anti-inflamatório da SP é atribuído aos compostos presentes na composição dessa 

alga, um desses constituintes é a ficocianina, um pigmento fotossintético majoritário 

da alga, que é descrita como um potente inibidor seletivo da COX-2 em humanos 

(REDDY et al., 2021). 
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Durante o período menstrual, em que ocorre a DisP há um aumento na 

produção de mediadores inflamatórios e contráteis no útero, promovidas pelo 

aumento dos níveis de estradiol e diminuição da progesterona. A hipercontratilidade 

uterina, característica da DisP tem sua gênese envolvida com o aumento da 

espessura da camada miometrial, que ocorre durante o período menstrual 

proporcionado assim, aumento na área de músculo liso que é o tecido responsável 

por contrair e relaxar este órgão. Observa-se também nesse período, aumento dos 

danos ocasionados pela esfoliação no endométrio uterino, sendo essa camada 

conhecida por acumular e funcionar como estoques de ácido araquidônico, um 

substrato para ação de enzimas como a PLA2 que induz a produção de agentes 

pró-inflamatórios (BONNEY, 1985; GUIMARÃES; PÓVORA, 2020).  

Dessa forma, decidimos avaliar se a suplementação com SP preveniria o 

aumento da camada miometrial e os danos provocados pela DisP ao endométrio 

uterino. E esperávamos que se a hipótese fosse verdadeira, observaríamos uma 

diminuição da área miometrial e desorganização glandular no endométrio. 

Observamos nos nossos resultados, que a alga na dose de 50 e 100 mg/kg 

preveniu o aumento da camada miometrial e levou a organização parcial e 

prevenção de danos na camada endometrial uterina. Na histomorfometria dos 

ovários a alga promoveu a preservação de folículos secundários e de Graaf que 

são folículos maduros envolvidos nos processos fisiológicos desse órgão, como a 

ovulação. Esses resultados são semelhantes aos descritos por Osman et al., (2012) 

e Abdel-Aziem (2018) que sugerem que a SP causa manutenção das funções 

ovarianas, promovendo maturação dos folículos maduros, preservando 

principalmente a presença de folículos secundários e de graaf nesse órgão, dessa 

forma garantindo o processo de ovulação e diminuindo danos a fertilidade feminina 

induzidos pelo glutamato monossódico. 

Esses resultados em útero, podem ser atribuídos a modulação negativa das 

ações do estrogênio, podendo a alga estar diminuindo os efeitos desse hormônio 

sobre a proliferação celular da camada miometrial e endometrial. Ademais a SP 

pode estar modulando negativamente a sinalização da via das MAPK que sofre 

superativação em quadros inflamatórios como a DisP, e pode estar envolvida com 

o aumento da contratilidade uterina e espessamento miometrial (THONG et al., 

2021). Outros estudos também sugeriram a SP como um possível agente inibidor 
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da via das MAPK em corpo cavernoso de ratos obesos e em útero de ratas 

submetidas ao treinamento físico (SOUZA et al., 2018; FERREIRA, 2019). Esses 

efeitos podem ser atribuídos a ficocianina presente na composição da SP, estudos 

realizados por Khan et al., (2006) e Soni et al., (2015) demonstram que este 

pigmento fotossintético presente na alga, se apresenta como um possível inibidor 

da via das MAPK promovendo diminuição da proliferação e crescimento do músculo 

cardíaco promovendo citoproteção. 

Visto isso, a hipercontração uterina é o principal fator que ocasiona a cólica 

menstrual em mulheres, diversos estudos mostram que em quadros de DisP há 

aumento de hormônios que regulam a contração uterina como ocitocina e estradiol 

em liquídos menstruais e sangue de mulheres com esse distúrbio. Segundo Susan 

e Arrowsmith (2012) o aumento dos níveis de estradiol durante a menstruação, 

pode levar através de ações transcricionais desse hormônio ao aumento da 

expressão de receptores envolvidos na contração uterina como o da ocitocina (OT), 

PGF2α, de proteínas associadas a contração como proteínas da via da Rho/ROCK, 

proteína cinase da cadeia leve da miosina (MLCK) e miosina, além de modular 

positivamente a expressão de canais de Cav.  

Visto isso, a contração uterina pode ser desencadeada pelo acoplamento 

farmacomecânico, que ocorre por exemplo quando um agonista como a ocitocina 

se liga ao seu receptor (OT) e leva a ativação de cascatas de sinalização, 

resultando no aumento das concentrações citosólicas de Ca2+
, promovendo a 

contração uterina. Diante dessa premissa, decidimos avaliar se a suplementação 

com a alga preveniria o aumento da contratilidade uterina no acoplamento 

farmacomecânico induzido pela ocitocina ou PGF2α. 

Na avaliação de reatividade uterina, observamos que a alga na dose de 50 

mg/kg não preveniu o aumento de potência e eficácia promovidas pela DisP no 

acoplamento farmacomecânico de contração, diferentemente a SP na dose de 100 

mg/kg preveniu totalmente o aumento da potência e parcialmente do efeito máximo 

da ocitocina. Resultados similares foram observados por Ferreira et al. (2021) nos 

quais a alga na dose de 100 mg/kg preveniu o aumento da potência e eficácia da 

ocitocina em ratas submetidas ao treinamento de força. Possivelmente, os efeitos 

observados pela alga na dose de 100 mg/kg sugerem que a prevenção pode estar 
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ocorrendo a nível de receptor ou por mecanismos subsequentes de transdução 

celular do acoplamento farmacomecânico (NEUBIG et al., 2003). 

Já é bem elucidado que as contrações uterinas exarcebadas no quadro de 

cólica uterina, pode ser mediada pela produção excessiva de prostaglandinas. 

Pickles et al. (1965) observou que um dos fatores que contribuem para a 

dismenorreia é o aumento na concentração de prostaglandinas antes da 

menstruação, essas sugestões foram confirmadas por por outros autores que 

demonstraram que as prostaglandinas são superproduzidas na dismenorreia e que 

essas substâncias causam contração em vasos que suprem o útero e promovem 

atividade contrátil anormal uterina (FAJRIN; ALAM; USMAN, 2020). Diante dessa 

premissa, levantamos a hipótese que a suplementação com SP poderia prevenir o 

aumento da reatividade contrátil induzida pela PGF2α em útero de ratas com DisP. 

Observamos que no acoplamento farmacomecânico de contração utilizando 

a PGF2α, a SP na dose de 50 mg/kg não preveniu o aumento de potência e eficácia 

da PGF2α promovido pela DisP, já na dose de 100 mg/kg a SP preveniu 

parcialmente o aumento da potência, mas não preveniu o aumento da eficácia da 

PGF2α induzida pela DisP. Esses resultados sugerem que a suplementação com a 

alga na dose de 50 mg/kg não previne as alterações na via pela qual a PG promove 

a contração uterina desencadeadas pela DisP, mas na dose de 100 mg/kg a 

prevenção parcial do aumento da potência da PGF2α sugere que esse efeito da alga 

pode está relacionado a uma modulação negativa a nível de receptor da PG.  

Adicionalmente, outra forma de induzir o aumento na contratilidade uterina é 

através do influxo de Ca2+. O aumento da concentração desses íons pode se dá 

pela ativação do acoplamento eletromecânico de contração. Esse evento pode 

ocorrer por exemplo, pela abertura dos canais de Ca2+ na membrana da célula 

muscular lisa como os Cav. Nesse contexto, estudos recentes vêm correlacionando 

um aumento nos níveis de íons Ca2+ em tecidos uterinos isolados de camundongos 

e ratos submetidos a modelos experimentais de DisP (WANG et al., 2010; XIAO et 

al., 2019). Ademais BANCIU et al. (2013) demonstrou que a expressão dos CaV 

pode ser modulada positivamente pela ação do estrogênio em ratas com DisP, fato 

que este que pode estar relacionado com a patogênese da DisP. Diante disso, 

decidimos avaliar se a suplementação com a alga SP preveninia as alterações 

promovidas pela DisP no acoplamento eletromecânico de contração. 
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Curiosamente, frente ao acoplamento eletromecânico de contração induzida 

pelo KCl, a suplementação com a alga nas doses de 50 e 100 mg/kg preveniram o 

aumento da potência, mas na dose de 50 mg/kg a suplementação com SP preveniu 

parcialmente o aumento da eficácia, já na dose de 100 mg/kg a alga preveniu 

totalmente esse aumento promovido pela DisP. Esses resultados indicam que a 

alga pode está modulando negativamente a expressão dos Cav inibindo os efeitos 

do estradiol ou atuando promovendo inibição direta destes canais. Resultados 

semelhantes foram descritos por Ferreira (2017) em íleo de ratos obesos e Ferreira 

et al (2021) em útero de ratas treinadas, sugerindo que a alga pode estar diminuindo 

o influxo de Ca2+ e diminuindo a contratilidade do músculo liso.  

Baseado nesse cenário, a contratilidade uterina desregulada pode ser 

promovida pelo aumento das [Ca2+]c ou pela inibição das vias que levam ao 

relaxamento uterino. Visto isso, o relaxamento uterino pode ocorrer pelo 

acoplamento eletromecânico ou farmacomecânico. O acoplamento 

farmacomecânico de relaxamento pode ser mediado por alguns agentes, como por 

exemplo agonistas β-adrenérgicos como a isoprenalina. Dessa forma, a 

isoprenalina ao se ligar aos seus receptores na célula muscular lisa, desencadeia 

uma série de reações que resultam na diminuição de [Ca2+]c levando ao 

relaxamento uterino (BERNAL, 2007). 

Já é bem descrito na literatura que a progesterona é o hormônio sexual 

feminino que regula majoritariamente a expressão de proteínas envolvidas na 

sinalização adrenérgica uterina, além disso, mais recentemente vem sendo 

associada a regulação positiva da expressão dos canais de K+ no útero. Perante o 

exposto, em quadros de DisP, observa-se uma relação do menor nível de 

progesterona em mulheres com maior intensidade da dor. Essa diminuição dos 

níveis de progesterona ocorre durante o início da menstruação, e observa-se um 

aumento das ações estrogênicas, o que dificulta o relaxamento uterino (BERNADI 

et al., 2017; WRAY et al., 2021). Diante do exposto, decidimos avaliar se a SP 

preveniria as alterações de reatividade no acoplamento farmacomecânico de 

relaxamento provocadas pela DisP. 

Vericamos que no acoplamento farmacomecânico de relaxamento, a alga na 

dose de 50 mg/kg não preveniu a diminuição da potência relaxante induzida pela 

DisP, mas preveniu a diminuição da eficácia da isoprenalina. Diferentemente a 
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suplementação com a alga na dose de 100 mg/kg preveniu totalmente a diminuição 

da potência e eficácia da isoprenalina. Esses resultados sugerem que a alga pode 

estar possivelmente prevenindo essas alterações por promover potencialização 

das ações da progesterona, aumentando a expressão de proteínas da via 

adrenérgica como as proteínas Gs e adenilil ciclase, ou ainda modulando 

positivamente vias que podem culminar com o relaxamento uterino como o 

envolvimento da via das ciclooxigenases, do NO e de espécies reativas de oxigênio. 

O relaxamento uterino, também pode ser realizado através do acoplamento 

eletromecânico. Uma forma de produzir o relaxamento uterino é a utilização de 

bloqueadores dos Cav como o nifedipino, que atua promovendo o bloqueio destes 

canais ao se lígar no seu sítio N. Nesse sentido, o relaxamento uterino pode ser 

prejudicado pela ação dos hormônios ovarianos como estradiol, que apresenta 

seus níveis aumentados em mulheres com DisP. WRAY (2021) relata que esse 

hormônio pode regular a expressão de canais iônicos na musculatura lisa uterina, 

promovendo a diminuição da expressão dos canais de K+ e aumento da expressão 

dos Cav. Dessa forma, decidimos avaliar se a suplementação com alga SP 

preveniria as alterações de reatividade no acoplamento eletromecânico de 

relaxamento promovidas pela DisP. 

Observamos que no acoplamento eletromecânico de relaxamento, a alga na 

dose de 50 mg/kg não preveniu a diminuição da potência relaxante do nifedipino 

induzida pela DisP, mas preveniu a diminuição da eficácia do nifedipino. Porém a 

suplementação com a alga na dose de 100 mg/kg preveniu totalmente a diminuição 

da potência e eficácia da isoprenalina. Esses resultados corroboram os resultados 

obtidos no acoplamento eletromecânico de contração, sugerindo que a alga pode 

está regulando negativamente a ativação dos Cav ou a expressão destes canais, 

além disso a alga pode possivelmente está inibindo enzimas que ativam esses 

canais como a proteína cinase C (PKC), o mesmo efeito foi observado em outros 

modelos de músculo liso, em que a alga diminuiu contração em íleo de ratos obesos 

induzida pelo KCl (FERREIRA, 2017) e por Ferreira (2019) e Barros (2021) em útero 

de ratas treinadas. 

Nesse sentido, ativação de proteínas como PKC, Rho/ROCK e a via das 

MAPK podem estar envolvidas com ativação dos CaV e aumento das 

concentrações de Ca2+ resultando na contração uterina. Recentemente as EROs 



146 

Discussão 
Lacerda-Júnior, 2022                                                                       5 Capítulo II 

 
 

vêm sendo descritas como espécies sinalizadoras que regulam processos 

fisiológicos e patológicos no sistema reprodutor feminino, como por exemplo a 

contração uterina que é vital para a fertilidade feminina, movimentos estes 

essenciais para implantação dos óvulos fecundados, movimentação dos 

espermatozoides, além da realização dos processos de renovação tecidual que 

ocorre durante o período menstrual (DIKENSOY et al., 2008; SZMIDT et al., 2020). 

Durante o período menstrual o aumento da contração uterina ocasionada 

pelo aumento na produção de PGs leva a contração nos vasos que irrigam o útero, 

além do aumento na contração uterina. Esses eventos culminam em processo de 

hipóxia, que desencadeia o aumento na produção de EROs essas espécies 

reativas podem levar a ativação de proteínas envolvidas na contração uterina, como 

a PKC e inibição da ciclase de guanilil solúvel, enzima envolvida no relaxamento 

uterino promovido pelo NO, além disso a produção exagerada das EROs podem 

levar a produção de danos ao tecido uterino, através de reações de peroxidação 

lipídica. O aumento das EROs vem sendo recentemente descritas como um dos 

principais mediadores envolvidos na patogênese da DisP, atribuindo-se a estas um 

papel importante na exarcebação da contração uterina levando ao aparecimento 

da dor em mulheres com DisP. Diante dessa premissa, decidimos avaliar se a 

suplementação com SP preveniria o desbalanço do estresse oxidativo causado 

pela DisP (ORIMADEGUN et al., 2019; SZMIDT et al., 2020). 

Observamos nos resultados obtidos que a alga promoveu melhora nos 

parâmetros do estresse oxidativo. A suplementação com SP na dose de 50 mg/kg 

preveniu o aumento dos níveis de MDA em ovários e a diminuição da CAT, mas 

não preveniu esses efeitos no útero. Curiosamente a suplementação com a alga na 

dose de 100 mg/kg preveniu o aumento de MDA e a diminuição da CAT em útero 

e ovários promovido pela DisP. 

Há descrito na literatura muitos estudos mostrando os efeitos antioxidantes 

da S. platensis, por distintos mecanismos Bashandy et al. (2016) mostraram que, 

em ratos, a S. platensis aumenta a expressão das enzimas antioxidantes como a 

CATe SOD. Outros estudos apontam compostos antioxidantes como a ficocianina 

presente na S. platensis como uma poderosa ferramenta envolvida no sequestro 

de radicais livres, devido sua alta estabilidade demonstrando grande capacidade 

antioxidante (BHAT et al., 2001). A composição da SP por carotenoides, vitaminas 
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do complexo B e vitamina E, podem regular positivamente SOD, CAT, e diminuir 

radicais livres por reações de quelação, podendo prevenir a peroxidação lipídica, e 

captar radicais livres (SHALABY; SHANAB, 2013). Efeitos antioxidantes 

semelhantes também foram observados em outros modelos experimentais de 

músculo liso, como em aorta, íleo e corpo cavernoso de ratos obesos (BRITO et al., 

2014; FERREIRA, 2017; SOUZA, 2018) e mais recentemente em úteros de ratas 

treinadas (FERREIRA et al., 2021). 

A partir desse estudo, frente aos efeitos antidismenorreicos, como 

diminuição da pontuação das contorções, diminuição da reatividade contrátil e 

aumento da reatividade relaxante, além da diminuição do estresse oxidativo no 

útero, sugere-se um potencial papel para a alga na promoção de benefícios para 

mulheres com DisP. No entanto, são necessários estudos mais aprofundados para 

elucidar o mecanismo de ação pelo qual a SP exerce seus efeitos. Ademais, esse 

estudo reforça que a inserção de alimentos com alto valor nutricional, potencial 

antioxidante e antiinflamatório como a Spirulina platensis na alimentação podem 

melhorar os danos promovidos pela dismenorreia primária em mulheres. 
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Dessa forma, o modelo experimental de dismenorreia primária objeto desse 

estudo, foi validado promovendo no estudo in vivo os sinais clínicos da doença, que 

foram atenuados pelas drogas-padrão utilizadas na prática clínica, bem como 

promoveu nos estudos in vitro hipercontratilidade uterina e aumento no estresse 

oxidativo, que são aspectos implicados na fisiopatologia da DisP, sugerindo que 

este estudo conseguiu replicar o modelo de DisP validando a implantação e 

padronização do método. 

 

Na avaliação dos efeitos da suplementação com Spirulina platensis em ratas 

com DisP é possível concluir: 

 Preveniu o aumento das contorções uterinas (in vivo). 

 Diminuiu o crescimento da camada miometrial e danos a camada 

endometrial em ratas com DisP; 

 Não alterou a maturação dos folículos ovarianos; 

 Preveniu o aumento da contratilidade uterina no acoplamento 

farmacomecânico e eletromecânico; 

 Precaveu a diminuição do relaxamento no acoplamento 

farmacomecânico e eletromecânico; 

 Reduziu o estresse oxidativo em útero e ovários. 
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Anexo 1  – Cópia da certidão de aprovação do Projeto junto à Comissão de Ética no Uso 
de Animal. 
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Anexo 2  – Cópia da certidão de aprovação do Projeto junto à Comissão de Ética no Uso 

de Animal. 
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Anexo 3 – Certificado de análise da Spirulina platensis. 
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Anexo 4 - Certificado de análise do pó de Spirulina platensis. 
 

 

 

 


