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Padronizagéo do modelo de dismenorreia primaria e a prevengao das alteragdes induzidas no sistema reprodutor
feminino de ratas Wistar tratadas com Spirulina platensis.

LACERDA-JUNIOR, F. F.

Pos-graduagao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Dissertagéo de Mestrado, CCS/UFPB (2022).

RESUMO

A dismenorreia primaria (DisP) é a principal causa de dor pélvica crénica que acomete
mulheres, podendo estar associada a fatores genéticos, sociais e comportamentais.
A farmacoterapia desta desordem envolve o uso de anti-inflamatorios nao esteroidais
e antiespasmddicos, no entanto, muitas mulheres nao respondem bem a estes
tratamentos. Dessa forma, visando novas alternativas terapéuticas para prevencao da
DisP, avaliou-se o efeito da suplementagdo com Spirulina platensis (SP), uma alga
com efeitos anti-inflamatoério e antioxidante, durante 8 semanas (v.0), em modelo de
DisP. Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comiss&o de Etica 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 administracdo de dietilestilbestrol e ocitocina e promoveu, in vivo, 0
aumento na pontuacdo de contor¢gbes nas ratas, que foi diminuida pelas drogas
padrao (Esc + Dip ou IBU). Além disso, in vitro, a DisP aumentou a camada miometrial
e promoveu danos a camada endometrial uterina, aumentou a reatividade contratil e
diminuiu a relaxante em utero de ratas e aumentou o estresse oxidativo em utero e
ovarios de ratas. Frente a essas alteragdes ocasionadas pela DisP, a suplementagao
com SP promoveu efeito antidismenorreico. Os grupos SP50 e SP100 em estudos in
vivo preveniram parcialmente o aumento das contor¢gdes uterinas, provavelmente por
promover efeitos anti-inflamatorios ou antiespasmaodicos, ja nos parametros in vitro a
SP nas duas doses preveniu o aumento da camada miometrial e os danos a camada
endometrial uterina, porém, nos ovarios a alga em ambas as doses nao alterou a
expressao dos foliculos, tais efeitos possivelmente podem ser atribuidos a inibicao
dos efeitos estrogénicos. Na reatividade contratil uterina induzida pela ocitocina
somente SP100 preveniu totalmente o aumento da poténcia e parcialmente o efeito
maximo da ocitocina, sugerindo que a alga pode estar diminuindo a afinidade da
ocitocina ao seu receptor. Quando o agente contratil utilizado era a PGF2q, verificou-
se que somente SP100 preveniu parcialmente o aumento da poténcia sugerindo
dessa forma, que a SP pode estar promovendo efeitos negativos na afinidade da PG
ao seu receptor. Diferentemente, no acoplamento eletromecanico de contracao frente
ao KCI, SP, nas doses de 50 e 100 mg/kg, preveniu o aumento da poténcia, ja em
relagdo a prevencdo do aumento da eficacia maxima, a SP foi mais eficaz na dose
100 do que na de 50 mg/kg; sugerindo que SP pode estar regulando negativamente a
abertura/ativacado dos Cav. No relaxamento, verificamos que SP (50 mg/kg) preveniu
a diminuicao da eficacia relaxante da isoprenalina e do nifedipino. Ja na dose de 100
mg/kg, a SP preveniu a diminuigdo da poténcia e eficacia 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 ativagao
dos Cav. Além disso, SP (50 mg/kg) promoveu melhora nos parametros de estresse
oxidativo, por prevenir o aumento dos niveis de MDA e a diminuicdo da CAT em
ovarios. Em SP (100 mg/kg) preveniu o aumento de MDA e diminuigdo da CAT e em
utero e ovarios iduzidos pela DisP, sugerindo que a alga pode estar
reduzindo/neutralizando a formagcdo de EROs. Portanto, a suplementagdo com S.
platensis previne a hipercontratiidade uterina, bem como aumento do estresse



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

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






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-JUNIOR, F. F.

Pos-graduagao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Dissertagéo 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.0), 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 PGFzq, 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 KCI, 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 Introducgao

A dismenorreia, conhecida popularmente como coélica menstrual, é o
disturbio ginecologico que mais acomete mulheres em idade reprodutiva e
caracteriza-se pela presencga de dores na regido pélvica (KONINCKX et al., 2017).

Baseado na fisiopatologia da doencga, a dismenorreia pode ser classificada
em dois tipos, a primaria (DisP) e a secundaria. A DisP é definida como cdlicas
espasmaodicas dolorosas na parte inferior do abdémen, na auséncia de qualquer
doenca prévia. Diferentemente, a dismenorreia secundaria € originada por
condigbes patoldgicas, como endometriose, adenomiose, miomas e doenca
inflamatdria 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 diarias, como frequentar a escola ou ir ao
trabalho. Diante disso, esse disturbio € considerado um problema de saude publica
pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) (SANCTIS et al., 2015).

Quanto a patogénese da DisP, um dos principais mecanismos inflamatorios
envolvidos ocorre durante o periodo menstrual, devido a necrose em células
epiteliais do endométrio, resultando no aumento de substratos para acdo da
fosfolipase A2 (PLA2), que converte os fosfolipidios (fosfatidilserina e
fosfatidilcolina) das membranas celulares em &cido araquidénico, com isso, o
aumento na expressao de enzimas ciclo-oxigenases 2 (COX-2) em mulheres com
DisP leva a uma superproducado de prostaglandinas (PGs), principalmente de
PGF2q (SUN et al., 2017; SMITH, 2018). Visto isso, atribui-se a hiperproducao das
PGs, particularmente de PGF2q, a origem do quadro de DisP (DAWOOQOD, 2006;
IACOVIDES; AVIDON; BAKER, 2015).

Mais recentemente, também vém sendo estudado a participagdo das
espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNSs)
como protagonistas na fisiopatologia da DisP. O processo de hipdxia/isquemia
ocasionado pelo aumento das agdes de PGF2q promove a geragao de radicais livres
que medeiam eventos celulares, como aumento de calcio citoplasmatico [Ca?']c e

ativagao de processos inflamatoérios, como a ativagdo de PLA2. Além disso, EROs,
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como o peroxinitrito (NOs’), pode levar a ativagdo de COXs (TSAl;, PALMER;
KULMACZ, 1992; MARNETT et al., 1999) e inibir sintase de prostaciclina (PGl2),
enquanto ativa a sintase de tromboxano A2 (TXAz) favorecendo assim a contragéo
uterina (ZOU; MARTIN; ULLRICH, 1997; ZOU; ULLRICH, 1996).

Atualmente, o tratamento para DisP pode ser farmacoldgico, realizado
através do uso de anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs) (diclofenaco e
ibuprofeno) e antiespasmaodicos (escopolamina) (HAREL, 2012), além dos
tratamentos nao-farmacoloégicos como acupuntura (ARMOUR et al., 2017),
aromaterapia (SUT; KAHYAOGLU-SUT, 2017) e a pratica de exercicios fisicos
(CARROQUINO-GARCIA et al., 2019). O tratamento farmacolégico com AINES é
a primeira linha de escolha para tratar a DisP, porém, o uso prolongado desses
medicamentos esta associado ao aparecimento de diversos efeitos indesejaveis,
como disturbios gastrintestinais (MITTAL, 2019).

Nesse contexto, a Spirulina platensis (SP), uma alga verde-azulada, vem
chamando atengao devido ao seu alto valor nutricional (teor de proteinas cerca de
70%) (ZAHRA et al., 2018). No Laboratério de Farmacologia Funcional Professor
George Thomas/lpeFarM/UFPB, diversos estudos demonstraram efeitos
relaxantes dessa alga em diferentes modelos experimentais de musculo liso como
em ileo (FERREIRA, 2017), aorta (BRITO et al 2019) e corpo cavernoso (SOUZA,
2018; DINIZ et al., 2020) de ratos Wistar.

Ademais em utero de ratas Wistar submetidas ao treinamento de forca, a
suplementagado com SP na dose de 100 mg/kg, preveniu o aumento da eficacia e a
diminuicao da poténcia ao KCI e ocitocina, bem como diminuiu os niveis de anion
superoxido (Oz27), aumentou os niveis de perdxido de hidrogénio (H202) e diminuiu
a expressao das proteinas ERK 1/2, demonstrando um papel protetor da SP em
processos fisiopatolégicos 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 primaria induzida pela administragcao 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 doenca. Adicionalmente, foi avaliado um
provavel efeito preventivo da suplementacdo com SP sobre a pontuagdo de

contorcdes in vivo, alteragdes funcionais, histomorfométricas e estresse oxidativo
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em utero e ovarios. Contribuindo com novas evidéncias cientificas que demonstrem
um potencial da SP com propriedades de saude, especialmente frente a

dismenorreia primaria.
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2.1 Morfologia uterina e ciclo menstrual

O utero é uma das estruturas anatébmicas que compde o sistema reprodutor
feminino e suas caracteristicas estruturais podem se diferenciar entre as espécies.
Em mulheres, este 6rgdo se apresenta em formato de péra, sua composi¢céo
compreende uma formagado morfologica de trés camadas distintas, o perimétrio,
miométrio e endomeétrio e macroscopicamente € composto pelo corpo, istmo e colo
uterino (Figura 1) (RENDI et al., 2013).

O perimétrio € a camada mais externa que reveste o utero e inclui um
revestimento seroso de tecido conjuntivo; o miométrio que corresponde a porgao
intermediaria uterina, é considerado a maior camada da estrutura uterina, sendo
formada principalmente por musculo liso entrelagado ao tecido conjuntivo; a faixa
mais interna compreende o endométrio, composto principalmente por glandulas
uterinas e vasos sanguineos, com espessura variavel durante o ciclo menstrual
devido a alteragdes hormonais, essa porgao pode ser constituida ao longo do ciclo
por camadas musculares, vasos sanguineos e nervos uterinos (RENDI et al., 2013;
MYERS; ELAD, 2017).

Figura 1 — Morfologia uterina humana.

Corpo uterino

Istmo

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

Diferentemente, em outras espécies animais como em roedores, o utero se
apresenta disposto em formato de Y, composto por dois cornos uterinos que estao

separados em suas extremidades e se fundem na altura do corpo uterino em
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diregdo a vagina. Esses cornos sédo rodeados por musculatura formando um
pequeno corpo uterino, e logo abaixo é encontrado a cérvix uterina. Além disso,
estdo presentes na porgcdo superior dos cornos uterinos as tubas e os ovarios
(Figura 2) (HASCHEK; ROUSSEAUX; WALLIG, M., 2010; WRAY;
PRENDERGAST, 2019).

Figura 2 — Morfologia uterina de ratas.

Cornos Oviario
uterinos -

Cérvices Canal vaginal

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

Nas ratas, o utero possui as mesmas camadas do 6rgdo em humanos, o
perimétrio, miométrio e endométrio. Embora estruturalmente existam diferencas na
organizacao do sistema reprodutor feminino de roedores para o de humanos, suas
composic¢oes celulares e teciduais sdo semelhantes. Ademais, uma das principais
diferencas observadas estruturalmente ocorre no miométrio, que em ratas o
musculo liso esta disposto em duas camadas uma longitudinal externa e uma
circular interna, o que promove um padrdao de contragdes diferenciados
(MICHALAKIS; SEGARS, 2010; RIBEIRO, 2013).

O ciclo uterino ou ciclo menstrual, reflete as mudangas ocorrida
principalmente no endométrio e ovarios pela agdo dos horménios estradiol ou
progesterona. Cada ciclo em mulheres dura cerca de 28 dias, e € compreendido
em trés fases: menstrual, proliferativa e secretora, sendo a fase menstrual
caracterizada pela descamacao do endométrio com ruptura dos vasos sanguineos,
desencadeando o fluxo menstrual. J& na fase proliferativa, o endométrio esta
espesso e observa-se o desenvolvimento de artérias espirais e dos vasos

sanguineos rompidos. Na fase secretora, a parede interna do utero apresenta-se
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na sua maior espessura com amplo desenvolvimento de glandulas, preparando o
utero para recepcionar o embridao (MICHALAKIS; SEGARS, 2010).

Ja em ratas, o ciclo uterino € chamado de ciclo estral, com duragao de cerca
de quatro a cinco dias em média, ocorrendo durante a puberdade dos animais por
volta da 322 semanda de idade, podendo variar entre as espécies. As fases deste
ciclo sdo divididas em proestro, estro, diestro e metaestro, podendo ser
diferenciadas quanto a predominancia de tipos celulares diferenciados no fluido
vaginal dos animais ou padrdes comportamentais das ratas (MULLER, 2007;
DIXON et al., 2014).

O ciclo estral se inicia pela fase do proestro, com duracdo de cerca de 12
horas, que é representada pela presenca majoritaria de células epiteliais nucleadas
no utero. A segunda fase é o estro, tem duracdo em torno de 24 horas, € é
corresponde ao periodo em que a fémea apresenta mudangas comportamentais
como por exemplo, maior receptividade ao macho, e no seu fluido vaginal, observa-
se o predominio de células queratinizadas anucleadas. Na continuidade do ciclo,
caso nao aja concepgao, a terceira fase € o metaestro, durando entre 24 e 48 horas,
em que se observa principalmente a propor¢cédo equivalente de células epiteliais,
queratinizadas e leucdcitos. Ja na ultima fase do ciclo, o diestro, dura 24 horas, e
ha predominéncia de uma grande quantidade de leucécitos, células epiteliais e
muco (MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002; VILELA; SANTOS-JUNIOR;
SILVA, 2007; CARRASCO-GARCIA et al., 2019).

O ciclo estral é regulado pela agdo dos horménios progesterona e estradiol,
semelhante como ocorre nas mulheres, o que caracteriza as modificacdes
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
variacdo desses horménios, em que durante o proestro, o nivel de estrogénio
apresenta-se aumentado e os foliculos ovarianos aumentam de forma rapida.

Durante o estro, no periodo entre 10 e 12h apdés o aumento do horménio
luteinizante, ocorre a ovulagcdo. Quando nao ha copulagcdo dos animais, 0s corpos
luteos secretam uma pequena quantidade de progesterona, mas quando ha
acasalamento, os 6vulos sao fertilizados pelos espermatozoides e a vida lutea se
estende por toda a primeira metade da gravidez e sua gestagao dura em cerca de
21 dias (PACCOLA et al., 2013; ARITONANG et al., 2017). Assim, devido ao curto
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periodo do ciclo uterino de ratas e as grandes similaridades com o ciclo de
mulheres, as ratas se caracterizam como um modelo experimental atraente para

investigacao das alteragdes no sistema reprodutor feminino (TROINA, 2008).

2.2 Contracao e relaxamento do musculo liso uterino

O miométrio € a maior camada uterina e € composta majoritariamente por
musculo liso, estando organizada morfologicamente em camadas circulares e
longitudiais, acomodadas de forma perpendicular umas as outras. A apresentagao
de formas indefinidas na composicdo do miométrio, permitem ao utero durante a
contragao se apresentar de diversas formas. No periodo da gravidez este 6rgao se
adapta para correta acomodacao do feto, porém, com o inicio do trabalho de parto
se contrai ritmicamente para expulsar o feto e a placenta (HUSZAR; NAFTOLIN et
al., 1984; O'BRIEN, 2011).

Além disso 0 miométrio uterino € composto por fibras musculares lisas,
constituidas por células em formato de fuso, que apresentam um nucleo
centralizado em suas estruturas e um tamanho de cerca de 100 um de comprimento
e um didmetro de 2-10 um e estdo densamente compactadas com miofilamentos e
corpos densos associados, que ocupam 80-90% do volume celular e constituem a
maquinaria contratii uterina (SOMLYO; SOMLYO, 1994; MORGAN;
GANGOPADHYAY, 2001; GUNST; ZHANG, 2008).

As células do musculo liso estdo inseridas na matriz extracelular que é
composta por fibras de colageno, posicionadas estreitamente opostas em um
angulo reto entre si, além disso, estdo presentes membranas celulares que estao
fortemente aderidas entre si, dessa forma, proporcionando a transmissao de forgas
de contragéo de célula para célula (CSAPO, 1962; ALBERTS et al., 1989; WEBB,
2003).

Diante disso, a contragdo muscular lisa se fundamenta na interagao entre os
filamentos de actina e miosina, que consiste na ligagao ciclica da por¢ao globular
da miosina com a actina, seguida por uma mudancga do angulo de orientagéo do
complexo actino-miosina, permitindo o deslizamento de um filamento sobre o outro
(HUXLEY; NIEDERGERKE, 1954; KOEPPEN; STANTON, 2009).
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As proteinas actinas e miosinas de forma semelhante a outros tecidos
musculares, sdo as proteinas predominantes expressas no musculo liso uterino. No
tecido uterino, ha cerca de 6 vezes mais actina do que miosina. Os miofilamentos
séo classificados de acordo com seu didmetro em filamentos finos com didmetro
de 6 - 8 nm que compdem a por¢ao globular monomérica da actina e em filamentos
grossos com 15—18 nm de didametro sdo compostos de miosina. Nesse sentido, os
filamentos de actina e miosina se dispdem paralelamente e na dimensao
longitudinal da célula (WORD et al, 1993).

O miométrio € um musculo liso espontaneamente ativo (miogénico), capaz
de produzir contragdes regulares sem estimulos hormonais ou nervosos. As
contragdes do miométrio sdo de natureza bifasica, apresentando um padrao de
ciclos de contracdes discretas e intermitentes com amplitude frequéncia e duracéo
variadas (WRAY, 1993; BURDYGA; WRAY; NOBLE K., 2007).

O musculo liso uterino por ter uma contragado bifasica, apresenta uma
contragao fasica inicial (contragao transitéria rapida [< 30 s]), e posteriormente uma
contragao ténica sustentada (contracdo de manutencgao lenta), desenvolvendo-se
lentamente e se mantendo durante o periodo de agdo do agente contratil
(BYTAUTIENE et al., 2003; BROWN et al., 2007).

Como em todos os musculos lisos, para a contragao uterina, precisa haver
interacao significativa entre a actina e miofilamentos de miosina no miométrio. As
contragcbes uterinas sdo desencadeadas por aumentos transientes na
concentragdo de célcio citoplasmatica [Ca?*]c, que se iniciam e sdo controlados
pelos potenciais de agdo miometrial (GARFIELD; SIMS; DANIEL, 2009; SANBORN,
2010).

Alguns mecanismos s&o responsaveis por regular o padrao de contragao do
miométrio, nas contragdes fasicas também conhecidas como transitérias e nas
tonicas ou sustentadas, o aumento na [Ca?*]. regula essas contragoes (AGUILAR;
MITCHELL, 2010). A contragéo fasica se inicia pela liberagdo de Ca?* dos estoques
intracelulares, por meio da agao do 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3), diferentemente
a contragéo tonica é iniciada por um influxo de Ca?* advindas do meio extracelular
através dos canais de célcio dependentes de voltagem (Cav) (PHILLIPPE, 1994).

O acoplamento excitagdo-contragao no musculo liso uterino que é composto

pelos mecanismos eletromecanico e farmacomecanico de contragdo. O
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acoplamento eletromecanico se inicia a partir de uma mudanga no potencial de
repouso nas celulas musculares lisas, promovendo a despolarizagdo da membrana,
o que desencadeia o influxo de Ca?' pelos canais de calcio dependentes de
voltagem (Cav) e, promove a contragao uterina (Figura 3). A despolarizagcao que
ocorre nesse mecanismo, pode ser desencadeada normalmente pelo aumento da
concentragao extracelular do ion potassio ([K*]e) bem como também, indiretamente
pela acdo de agonistas que promovem acoplamentos mistos (eletro e
farmamecanico), como por exemplo a ocitocina, que ao se ligar ao seu receptor
desencadeiam perturbacdes na membrana celular (BLANKS; THORNTON, 2013).

Figura 3 — Esquema do acoplamento eletromecanico da contracdo muscular lisa pelo
aumento da concentracao extracelular de K*.
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(1) Durante o repouso, o gradiente eletroquimico favorece o efluxo de ions K* através de
seus canais de vazamento, deixando a regido perimembranar interna das células
musculares lisas polarizadas negativamente; (2) um aumento na [K*]e diminui o efluxo
desses ions, havendo acumulo de cargas positivas na regido perimembranar interna; a
célula despolariza, ocasionando a ativagdo dos Cav que leva ao influxo de Ca?" com
consequente contragio.

Fonte: Autor, 2022.
Como relatado anteriormente, o miométrio tem a capacidade de contrair

independente da agcdo de hormbnios ou do sistema nervoso, por apresentarem em

suas estruturas células marcapassos capazes de conduzirem e apresentarem
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propriedades elétricas (WRAY et al., 2001). Porém, um dos principais mecanismos
para conduagdo da contragdo uterina, envolve a geracado do potencial de agéao,
proveniente do aumento transitorio de ions livres através da membrana plasmatica,
especialmente o Ca?* através dos Cav (GRUBER; O’'BRIEN, 2011).

Visto isso, os canais Cav sdo a familia de canais majoritariamente envolvidos
com o influxo de Ca%* no miométrio. Estruturalmente estes canais sdo complexos
hetero-oligoméricos, compostos por subunidades, na qual a subunidade a1 é a
formadora de poros e fornece sitio de ligagdo para os agonistas e antagonistas
(ARROWSMITH; WRAY, 2014).

A familia de Cav, podem ser subdivididos em 3 subtipos: Cav1 (Cav do tipo
L), sensiveis a di-hidropiridina e ativados por alta voltagem, estes canais
estruturalemente sdo formados por 5 subunidades (a1, az, 3, & e y). 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 calcio empregados na clinica, como anlodipino ou
nifedipino apresentam seu mecanismo de acgao, bloqueando os Cav1, desta forma,
estes sdo canais extremamente importantes pois podem estra envolvidos em
diversos processos fisiopatologicos. Ja os Cav2, que sdo canais insensiveis a di-
hidropiridina, podem ser ativados por alta voltagem, e estdo envolvidos
principalmente na condugao sinaptica, estes canais podem ser subdivididos em
Cav2.1, Cav2.2 e Cav2.3. Adicionalmente os Cav3, também sé&o insensiveis a di-
hidropiridina e podem ativados por uma baixa tenséao, estes tipos de canais estao
presentes majoritariamente em neurénios 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 estiao expressos dois tipos de canais de Ca?*: o Cav1
que apresenta abertura de longa duragéo, e o Cav2 com abertura transitéria (HAHM
et al., 2009). Porém, é descrito que o canal de Cav1 é a principal fonte de entrada
de Ca?* para contracdo do miométrio tanto de humanos como também de ratas
(WRAY et al., 2021).

Estes canais podem ser abertos por uma despolarizagdo de membrana,
durante o potencial de acgao, resultando em influxo do Ca?* (figura 3). Além disso,

alguns estudos demonstram que a estimulagdo da ocitocina nos seus receptores
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OT em células do miométrio, promovem uma pequena perturbagdo na membrana
da célula desencadeando uma leve despolarizacdo na membrana, que € suficiente
para abrir os canais Cav1, assim aumentando o influxo de Ca?* na célula, levando
a contragao uterina (ARROWSMITH; WRAY; 2014).

Outra forma de contracdo do miométrio uterino, ocorre através do
acoplamento farmacomecanico (Figura 4), esse evento ocorre através da ligagéo
de agonistas aos receptores acoplados a proteina G (GPCRs), como por exemplo
a ocitocina, através dos receptores OT, ou prostanoides contrateis, como a
prostaglandina F2 alfa (PGFz2q) se ligando aos seus receptores FP, dessa forma
levando a ativagao da cascata do inositol através das proteinas Gg11, estimulando
a liberagdo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico ou via ativagdo direta dos Cav
presentes na membrana plasmatica, desencadeando o processo de contragdo do
musculo liso (TAGGART; MORGAN et al., 2007).

Figura 4 — Mecanismo de contragdo do miométrio uterino induzido pela ocitocina,
estrogénio e progesterona.
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Mecanismos de sinalizagdo hormonal promovido pelo estrogénio, progesterona e ocitocina
no miométrio levando a contragcdo. As setas vermelhas indicam vias de sinalizagao com
participagdo direta na [Ca?'], enquanto as setas roxas indicam vias independentes da
sinalizagdo do Ca?* para a contragdo, incluindo a via de sensibilizagdo ao Ca?*. As setas
verdes indicam as vias gendmicas/transcricionais que promovem a contragao uterina e as
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setas azuis indicam aquelas que as inibem a contragdo. As linhas tracejadas indicam vias
que os mecanismos ainda nao foram totalmente elucidados.

Abreviaturas: CaM, calmodulina; CAP, proteina associada a contragao; CPI-17, proteina
inibitéria da fosfatase potenciada pela proteina quinase C de 17 kDa; Cx43, conexina 43;
DAG, diacilglicerol; E2, estrogénio; ERq, receptor alfa de estrogénio; IPs, 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; PIP-,
4 ,5-bisfosfato de fosfatidilinositol; PKC, proteina cinase C; PLC-(, fosfolipase C beta; PR-
A/ B, receptor A / B da progesterona; RhoA, familia homdloga de Ras membro A; ROCK,
cinase associada a Rho; SLO2.1, canal de vazamento de potassio ativado por sodio, de
alta condutancia; SOCE, entrada de calcio operada por estoques; SR, reticulo
sarcoplasmatico; TRP, canal potencial do receptor transiente; VOCC, canal de calcio
operado por voltagem.

Fonte: Adaptado de WRAY; ARROWSMITH, 2021.

Apds a liberagdo do IP3, este estimula a liberagdo de Ca?* do reticulo
sarcoplasmatico (RS) através dos receptores de IP3 (IP3R). Assim, o Ca?* liberado
do reticulo ativa o receptor de rianodina (RyR) aumentando ainda mais a liberagéo
de Ca?* deste estoque para o citoplasma, dessa forma o aumento de Ca?* induz o
translocamento da proteina cinase C (PKC) para a membrana plasmatica, onde
ativada pelo DAG, esta proteina no seu estado ativado, fosforila proteinas-alvo
especificas, dentre estas os Cav, culminando com o aumento do influxo de Ca?*
(SANBORN et al., 1998; BERRIDGE, 2012).

A contragao uterina pode ser desencadeada seja pelo acoplamento eletro ou
farmacomecanico, pelo aumento de Ca?* que permite que estes ions se liguem a
quatro sitios de ligagdo na calmodulina, promovendo uma mudanga conformacional
fazendo com que o complexo célcio-calmodulina possa interagir com a cinase da
cadeia leve de miosina (MLCK), resultando na sua ativacao. Esta proteina quando
ativada, fosforila a cadeia leve da miosina (MLC), promovendo mudancas
conformacionais na MLC, ativando a sua subunidade ATPasica, levando a
interagc&o actina-miosina, resultando na geracao da contragao (SAKURADA, SETO,
SASAKI, 1998; SAKURADA et al., 2003).

Outra via alternativa que contribui para a contragdo do musculo liso (Figura
4), é a via de sensibilizagdo ao Ca?*, esta se inicia a partir da modulag&o positiva
de agentes por exemplo como a ocitocina ativando as proteinas G113 levando a
ativagéo da proteina G monomérica RhoA e a sua cinase associada (ROCK) (HORI;
KARAKI, 1998). Esse processo ocorre através da modulacado positiva direta ou

indireta do fator de troca de nucleotidios 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
proteina RhoA-GTP promove a ativagdo da ROCK, e esta fosforila a MLCP,
tornando-a inativa, resultando na intensificagdo da ativacdo da MLC induzida pela
MLCK e, dessa forma, na manutencéo da contragdo do musculo liso (KIMURA et
al., 1996).

Alguns outros horménios também exercem um papel importante na
contratilidade do miométrio uterino, como por exemplo, o estrogénio e a
progesterona (Figura 4) que através dos seus efeitos genémicos, principalmente o
estrogénio podem regular positivamente a expressado de proteinas com papel
importante na contragao uterina como, receptores da ocitocina e PGF2q, proteinas
associadas a contragdo como, proteinas da via de sensibilizagdo ao Ca?* como as
Rho-RoCK, além da cinase da cadeia leve da miosina ademais mais recentemente
vém sendo relatado modulagao positiva desse hormonio, frente a expressao dos
Cav (WRAY; ARROWSMITH, 2021).

Ja a progesterona apresenta um efeito dual, mas principalmente atua
estimulando o relaxamento uterino, porém, este hormonio através de mecanismos
de autoregulagao, inibe os seus efeitos sobre os receptores do tipo B, dessa forma,
desencadeando um aumento na atividade estrogéncia e ocasiona estimulos
positivos na contracdo uterina (WRAY; ARROWSMITH, 2021).

Além disso, a formagcao de prostanoides como as prostaglandinas (PGs),
podem levar a contragao do utero. Estes compostos estimulam o aumento da [Ca
2*]c, e em desordens uterinas como a dismenorreia primaria, observa-se um
aumento na expressao de ciclooxigenases 1 e 2 que levam a formagao destas,
além disso ha aumento na produgao de acido araquidénico em mulheres durante o
periodo menstrual (HAREL, 2012; MORROW; NAUMBURG, 2019).

Ademais, estimulos como aumento de Ca?* podem ativar a PLA2 e esta ira
clivar fosfolipidios de membrana (fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina) liberando
o acido araquidénico (AA), que é convertido pelas enzimas ciclo-oxigenases
(COXs) 1 e 2 em endoperoxidos de prostaglandinas, como a prostaglandina G 2
(PGG2). Posteriormente, podendo ser reduzida a prostaglandina Hz (PGH2), e por
agao da sintase de prostaglandina E2 podera gerar a PGE2, ou sofrenfo agédo da
sintase de prostaglandina F2q, gerando PGF2q. Apds serem formadas ambas irdo
se ligar aos seus receptores EP1 ou EP3 e FP, respectivamente, estes receptores,
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sao receptores metabotropicos e se acoplam as proteinas Ggi11, € levam a
contragdo da musculatura lisa uterina (HERINGTON et al., 2018; FISCHER et al.,
2020).

As principais PGs expressas no utero sdo a PGF2q« € a PGE2, a PGE2
apresenta atividade dual, dependendo do estado em que uetro se apresenta,
podendo levar ao relaxamento do miométrio, quando utero é ndo gravido, bem
como sua contracdo, quando este esta gravido. Devido a variagao das quatro
isoformas de seu receptor, durante as fases uterinas, ja a PGF2q estimula a
contrag&o uterina por meio do aumento dos ions Ca?* no citosol uterino (WRAY;
ARROWSMITH, 2012).

No relaxamento uterino, como o aumento da [Ca?']c é responsavel pela
contragao, a diminui¢cao destes ions é necessaria para o relaxamento do miométrio,
o0 relaxamento uterino pode ocorrer através do mecanismo eletromecanico
(repolarizagdo ou hiperpolarizagdo da membrana), ou mesmo pelo mecanismo
farmacomecanico (ativagdo de receptores de membrana que inibem as vias de
contragao ou induzem relaxamento) (WOODRUM; BROPHY, 2001)

O relaxamento no acoplamento eletromecanico ocorre principalmente pela
abertura de canais de K*, os quais regulam o potencial de membrana e a
excitabilidade da célula. A expressdo desses canais pode ser regulada
positivamente pela progesterona, dessa forma os canais de K* permitem a
conducao dos ions K* através da membrana plasmatica a favor do seu gradiente
eletroquimico promovendo a manuteng¢do do potencial de membrana das células
no seu estado de repouso, estimado entre -35 e -60 mV (KNOT; BRAYDEN;
NELSON, 1996; WRAY; ARROWSMITH, 2021).

Ja o relaxamento por meio do acoplamento farmacomecanico, ocorre via
ativacao de receptores GPCRs, especificamente, acoplados a proteina Gs que
promovem a ativagédo da enzima ciclase de adenilil (AC), que no seu estado ativa,
hidrolisa e cicliza o trifosfato de adenosina (ATP), transformando-o em monofosfato
ciclico de adenosina (cCAMP), que por sua vez ativa a proteina cinase dependente
de cAMP (PKA), esta proteina ativada promove a fosforilagdo de diversos alvos
resultando em diminuigdo de Ca?* intracelular (TAYLOR et al., 2013).

A PKA tem como alvos os canais de K+, trocador Na*/Ca?*, Ca?*-ATPase da
membrana plasmatica (PMCA) e do reticulo sarcoplasmatico (SERCA), a ativagao
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desses alvos desencadeia hiperpolarizacéo e bloqueio direto de Cav. Além desses
alvos a PKA fosforila e inibe a MLCK, promovendo dessa forma o relaxamento do
musculo liso (Figura 5) (TAYLOR et al., 2013; HOLLINGSWORTH et al., 2020).

Figura 5 — Mecanismo farmacomecanico de relaxamento no musculo liso uterino induzido
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(1). O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmatica; (2) a
proteina Gs troca GDP por GTP na sua subunidade a (ndo representado na figura),
tornando-se ativa; (3) a subunidade Gas-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 nucleotidios ciclicos, cAMP e cGMP,
ativam suas respectivas proteinas cinases, PKA e PKG. Ambas as proteinas cinases
fosforilam varios 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 [Ca?*]¢; (13) inibem a MLCK, reduzindo sua afinidade pelo
complexo 4Ca?*-CaM. Esses mecanismos impedem a fosforilagdo da MLC e, resultam, na
interagao entre os filamentos de miosina e os de actina, desencadeando o relaxamento do
musculo liso.

Fonte: Autor. 2022.

O relaxamento uterino também pode ocorrer via agao do éxido nitrico (NO),

este gas &€ amplamente distribuido e tem muitas fungdes, 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 sinalizagao celular
chave, produzida através da via da L-arginina, NO sintase ou por meio de vias
alternativas enzimaticas e ndo enzimaticas do nitrato-nitrito-NO. Sua sintese pode
ocorrer durante um processo de oxidagao de aminoacidos promovido pela sintase
do NO (NOS), presente nas células do miométrio, a partir de L-arginina utilizando
como co-fatores nesta reagao, tetrahidrobiopterina (BH4), fosfato de dinucleotidio
de nicotinamida e adenina (NADPH), flavina adenina dinucleotidio (FAD), flavina
mononucleotideo (FMN) e grupo heme (TELFER et al., 1995; NORMAN, 1996).

O NO ¢ 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 producédo 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 estd presente em diversos tecidos como, células neuronais, células
epiteliais, sistema nervoso central e periférico e nos nervos NANC, bem como em
outros locais. A ativagado dessa enzima ocorre mediante formagcdo do complexo
calcio-calmodulina para ser ativado. A isorforma iINOS, ela é induzida mediante
processos celulares que promovam aumento de citocinas e lipopolissacarideos, em
geral situagdes de injuria, ja a eNOS é uma isoforma constitutiva e esta presente
no endotélio dos vascular (TELFER et al., 1995; SCOTT; TREMBLAY; BROCHU;
ST-LOUIS, 2007).

O mecanismo de sinalizagédo do NO, é realizado apds este gas atravessar a
membrana plasmatica e promover na célula muscular lisa sua ligagao a ciclase de
guanilil soluvel (sCG), promovendo sua ativagao. Quando esta enziam esta ativa,
promove a clivagem e ciclizacao do trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato
ciclico 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 contragéo e o relaxamento uterino,
e desregulagdes em passos dessas sinalizagdes podem estar envolvidas em
processos fisiopatdligos envolvendo o sistema reprodutor feminino, como por
exemplo a dismenorreia, neste contexto, destaca-se a importancia de aprofundar

os estudos nesse 6rgéo, a fim de compreender os eventos que possam estar
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envolvidos na patogénese desse disturbio, bem como buscar novas substancias

que possam ser aplicadas no tratamento ou preveng¢ao dessa doenca.

2.3 Dismenorreia primaria

A dismenorreia (DisP) popularmente conhecida como cdélica menstrual, € um
disturbio que acomete as mulheres durante o periodo menstrual, a qual é designada
o termo “menstruacao dolorosa”. Clinicamente a dismenorreia se caracteriza pelo
aparecimento de dor pélvica em mulheres, esse disturbio acomete cerca de 90%
das mulheres mundialmente (JU et al., 2014; MORROW et al., 2019).

Nesse sentido, essa doencga caracteriza-se como um problema que pode
limitar as atividades diarias realizadas pelas mulheres, durante o seu periodo
menstrual. Os principais sintomas clinicos apresentados associados a esse
disturbio sao, dor pélvica e abdominal inferior, dores nas costas, além de sintomas
adicionais como nauseas, vomitos, inchaco e diarreia. O desenvolvimento desses
sintomas, sdo considerados limitantes, visto que na maioria das vezes estido
fortemente associados as auséncias no trabalho e na escola, prejudicando a
realizacdo das atividades diarias pelas mulheres (IACOVIDE; AVIDON; BAKER,,
2015; KULMANN et al., 2019).

A dismenorreia é considerada um disturbio frequentemente subnotificado e
subtratado, que pode ser classificado em dismenorreia primaria (DisP) e
secundaria. Essa classificacdo se baseia na identificacdo ou ndo da causa
etiolégica no aparecimento da dor pélvica. Sendo a DisP, definida pelo
aparecimento da dor pélvica sem associacdo a anormalidades ou causa
subjacentes, ja a dismenorreia secundaria, o aparecimento da dor pélvica esta
associado ao acometimento das mulheres por outros disturbios como,
endometriose, miomas e doengas pélvicas inflamatérias (OSAYANDE; MEHULIC,
2014).

Adicionalmente a DisP primaria sdo dores pélvicas, que se iniciam
imediatamente antes e/ou durante a menstruacdo, o inicio desse disturbio
geralmente ocorre na adolescéncia, podendo também se iniciar logo apés (6-24
meses) da menarca. O apareciemento da dor normalmente tem um padrao

temporal previsivel para a maioria das mulheres, comegando pouco antes ou no
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inicio da menstruag&o. 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, inicio precoce da menarca, obesidade, consumo de alcool,
fatores genéticos e fatores psicolégicos como estresse, ansiedade e depresséo.
Quanto a gravidade a dor dismenorreica pode diminuir sua intensidade, muitas
vezes apos o parto e com o0 aumento da idade. Visto que diversos fatores de riscos,
ja sao apontados para o aparecimento da DisP, dados controvérsios e ainda pouco
estudados demonstram a nessecidade da busca por mais estudos para aprofundar
a compreensao 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 doenca ainda ndo é totalmente esclarecida, mas as
teorias mais aceitas demonstram um papel importante do aumento nos niveis de
prostaglandinas liberadas pelo endométrio durante a menstruagao. O inicio da
menstruagdo, promove apoptose das células endometriais que fornece substrato
aumentado para o processo de sintese de PGs, quando a PLA2 converte os
fosfolipidios das membranas celulares em acido araquidbénico, que por acéo da
COX-2, leva ao aumento principalmente de PGE2 e PGF2q« (PAN et al., 2014; SUN
etal., 2017; SMITH, 2018)

Visto isso, acredita-se que a alteracédo dos niveis hormonais durante o ciclo
menstrual pode regular a estabilidade das camadas uterinas, um dos hormdnios
que regulam a atividade uterina, € a progesterona, € bem descrito que niveis
elevados de progesterona tendem a inibir as agdes das metaloproteinases (MMPs),
enquanto niveis diminuidos desse horménio tendem a estimular a atividade dessas
enzimas (DAWOOD, 1995; HOFMEYR, 2010).

Nesse contexto, com a diminuicdo da progesterona que acompanha a
regressao do corpo luteo na fase lutea tardia do ciclo menstrual resulta na
estimulacdo das metaloproteinases endometriais, as MMPs reguladas
positivamente degradam o tecido endometrial, liberando fosfolipidios da membrana
celular, promovendo a liberagao de substrato para acao das fosfolipases uterinas
como a PLA2 que convertem os fosfolipidios disponiveis em acido araquidodnico,
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que é entao convertido em PGs como PGE:2 e PGF2q e tromboxano, via pela agao
das ciclooxigenases. Notavelmente, a expressdo de COX-2 €& maior durante a
menstruagdo, e os produtos finais formados (PGE2 e PGF2q) se apresentam
aumentados nas secregbes menstruais em mulheres com DisP, quando
comparadas a mulheres saudaveis (Figura 6) (AGUNDEZ et al., 2015; FOLABOMI

et al.,, 2018).

Figura 6 — Regulagéo da produgéo de prostaglandinas pela progesterona no utero
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(A). A diminuicao dos niveis de progesterona durante a menstruagao, leva a ativacao de
metaloproteinases uterinas presentes no endométrio. A ativagdo dessas enzimas promove
a clivagem da matriz extracelular do endométrio, resultando na liberagédo de fosfolipideos
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de membrana. (B) A PLA; atua sobre os fosfolipideos liberados, convertendo-os em acido
araquidénico, que serve como substrato para acao das ciclooxigenases, promovendo a
formacao principalmente de prostaglandinas PGE; e PGFyq.

Fonte: Adaptado de OLADOSU; HELLMAN, 2018.

A formacédo das prostaglandinas, estdo envolvidas na patogénese da
dismenorreia primaria, a PGF2q estimula potente constrigdo dos vasos sanguineos
uterinos, exibindo uma particular importancia na etiologia deste disturbio (RUAN;
ZHOU; CHAN, 2011). Entretanto, a PGE2 pode estimular a contragcdo ou
relaxamento uterino, essa variagao do seu efeito depende do subtipo de receptor
que ira se ligar (BREYER et al., 2001), além disso, esta prostaglandina promove
inducao adicional da dor (BLEY et al.,, 1998). O aumento contratilidade uterina,
mediante atuagao dessas substancias aumenta a presséo uterina, desencadeando
hipdxia, isquemia local e podendo levar a sensibilizacdo dos nervos periféricos por
ativarem nociceptores, levando a estimulagédo dolorosa (DAWOOD, 2006).

Adicionalmente, outros agentes também regulam a contratilidade miometrial,
como ocitocina e vasopressina, estudos ja demonstraram um aumento nos niveis
plasmaticos desses horménios, em mulheres com dismenorreia (MECHSNER et
al., 2010). Além da contragédo uterina, esses agentes podem também provocar
vasoconstricdo em pacientes com dismenorreia, dessa forma podendo contribuir
com o processo de isquemia e hipdxia nos quadros de dismenorreia (AKERLUND,
1993).

Nesse sentido, estudos relatam a expressédo dos receptores de ocitocina
(OT) aumentados em quadros de DisP, desencadeado pelo aumento nos niveis de
estrogénio, que por via transcricional aumentam sua expressao, desencadeando
aumento da contratilidade uterina, e modulando através da ativagao dos receptores
OT a regulagdo positiva da PLA2 e da COX-2, gerando a formacédo de PGs
principalmente, da PGF2qa pelas células endometriais, que sdo armazenadas em
depodsitos 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
desbalango do estresse oxidativo como um dos reguladores da patogénese da
DisP, ainda é recente, portanto, alguns passos nessa sinalizagdo ainda néo sao
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bem descritos e alguns estudos apresentam controvérsias nesses aspectos. A
maioria das pesquisas relatam que o processo de isquemia e hipdxia induzida
durante a contragao uterina aumentada em quadros de dismenorreia, promovem a
diminuicao do fluxo sanguineo para o miométrio e esse evento pode desencadear
o acumulo de radicais livres, como as EROs (SIRMALI et al., 2007; DIKENSQY et
al., 2008).

Os radicais livres sao os produtos de reagdes biolégicas e a superprodugao
de EROs tem sido implicada na patogénese da dismenorreia. O oxigénio é um
elemento necessario para a vida, e o metabolismo oxidativo representa a principal
fonte de energia para as células. Os sistemas bioldgicos apresentam defesas
contra a geracdo de EROs exacerbadas, em que na fisiologia uterina, gera-se um
equilibrio adequado entre pro-oxidantes e antioxidantes. A geragao do desbalanco
oxidativo, ocorre mediante por exemplo, a geracdo de EROs excessivas ou quando
os mecanismos de defesa antioxidantes estdo desregulados (TURHAN et al., 2013;
SANTANAM et al., 2013; SZMIDT et al., 2020).

Nesse sentido, as EROs mais estudadas e conhecidas envolvidas na
sinalizagao de processos celulares sdo o anion superoxido (O27), radical hidroxila
(OH), peroxido de hidrogénio (H202) e o peroxinitrito (ONOO"). Esses radicais livres
s&o instaveis e altamente reativos, mas podem se tornar estaveis reagindo com
elétrons de lipidios, acidos nucléicos, proteinas e carboidratos por exemplo,
causando uma cascata de reagbes, sendo uma das mais conhecidas dessas
reacdes a peroxidacgao lipidica, que pode resultar em danos celulares capazes de
promover doengas. Dessa forma, em condi¢des fisiolégicas no organismo existem
mecanismos antioxidantes ndo enzimaticos e enzimaticos, que visam regular a
geracao e combater o excesso dos radicais livres. Os antioxidantes enzimaticos
incluem a superdxido dismutase (SOD) que promove a dismutagdo do anion
superéxido levando a formacdo de H202, a glutationa peroxidase (GPx) que
removem o perdxido de hidrogénio (H202) de forma indireta, usando-o como
substrato para a oxidagao de glutationa reduzida (GSH), e a catalase enzima que
catalisa a decomposicao direta do peréxido em oxigénio e agua. Ja os antioxidantes
nao enzimaticos sdo compostos sintéticos ou suplementos alimentares, como
vitamina C, vitamina E, B-caroteno, selénio e zinco que reduzem as EROs no
organismo (PIERCE et al., 2004; LU et al., 2018).
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Visto isso, o desbalango oxidativo no sistema reprodutor feminino geram
alterag¢des induzidas pelo aumento das EROs nas proteinas e DNA da célula que
resultam na alteragdo da funcado celular alterada ou ativagdo de cascatas de
sinalizag&o que, resultam em dano e inflamagéo endometrial e miometrial (GUNEY
et al., 2008; GUNEY, 2012).

Acredita-se que a hipodxia/isquemia, leva ao aumento do estresse oxidativo
na dismenorreia primaria, desencadeando um aumento na produgdo de EROs,
espécies reativas de nitrogénio (RNS) e peroxidos lipidicos, enquanto as defesas
antioxidantes s&o reduzidas, incluindo as enzimas SOD, GPx e CAT, o que resulta
no desbalanco do status oxidatido e aumento do estresse oxidativo sistémico,
devido a danos no DNA e aumento da resposta inflamatdria (LU et al., 2018;
TENORIO et al., 2019).

Esses efeitos ocorrem por meio da produgdo de citocinas, como fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina- (IL-6), bem como na redugédo na
producao de citocinas anti-inflamatérias, como IL-10. Na resposta inflamatdria,
observa-se 0 aumento de genes que podem resultar no aumento do estresse
oxidativo, principalmente do fator nuclear kappa B (NF-kB), localizado no
citoplasma celular. Além disso, as EROs oxidam o complexo IkB quinase (IKK),
levando a a liberacdo de NF-kB, que é formado pelas subunidades p50 e p65.
Dessa forma, o NF-kB por ser um fator nuclear, entra no nucleo da célula e promove
a transcri¢cao de varias citocinas pro-inflamatérias, como IL-6 e TNF-q, resultando
no aumento da inflamacéo uterina ocasionada pela dismenorreia primaria (LU et
al., 2018; TENORIO et al., 2019).

Ademais, além do processo inflamatério, a DisP também resulta em
disfuncao endotelial nos vasos uterinos devido a biodisponibilidade reduzida de
oxido nitrico (NO), resultado da reagdo desse gas, com o anion superdxido
formando peroxinitrito, que por sua vez, pode levar a ativacdo de enzimas e
proteinas regulando positivamente a contratilidade uterina, como por exemplo
através da ativagao da proteina cinase C (PKC), resultando no aumento da [Ca?*];
e ainda na ativagao das ciclooxigenases através de uma reagdo com o grupo heme
presentes nessas enzimas, promovendo dessa forma o aumento da produgao de
prostanoides inflamatdrios (GULIAEVA et al., 1998; HIGASHI et al., 2014).
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Visto isso, a farmacoterapia para dismenorreia se baseia no tratamento dos
sintomas dessa doenga, sao utilizados como medidas farmacoldgicas,
principalmente aintiinflamatérios nao esteroidais (AINES) (ibuprofeno) que € o
medicamento de primeira linha para a DisP, antiespasmddicos (escopolamina) e
anticoncepcionais hormonais. Além disso, podem ser utilizadas medidas nao
farmacolégicas como mudancgas alimentares, incluindo aumento na ingestdo de
susbtancias antioxidantes, pratica de exercicios fisicos e utilizagcdo de compressas
na regido acometida pela dor. (MARJORIBANKS et al.,, 2010; PROCTOR,;
FARQUHAR, 2016; RYAN, 2017).

Apesar da ampla disponibilidade de medicamentos para o tratamento da
dismenorreia primaria, a sua utilizacdo a longo prazo, podem levar ao
desenvolvimento de diversos efeitos adversos, como disturbios gastrointestinais
(gastrite e nausea), retengdo de liquido e problemas cardiovasculares (risco
aumentado de trombose) (RYAN, 2017; GUIMARAES, 2020).

Diante disso, as buscas por novos tratamentos para a dismenorreia primaria
vém crescendo, vislumbrando a diminuigdo do acometimento das mulheres pelos
efeitos adversos causados pelas terapias farmacoldgicas classicas e que sejam
capazes de suprimir os sintomas desenvolvidos por esse disturbio. Nesse contexto,
os produtos naturais, principalmente os produtos naturais de origem marinha,
apresentam grande potencial farmacologico para o tratamento de doengas
inflamatérias como a dismenorreia devido a diversos metabdlitos e substancias
extraidos de produtos naturais apresentarem potencial anti-inflamatério e
antioxidante (ARUSELVAN et al., 2016).

2.4 Produtos naturais marinhos e dismenorreia primaria

Os produtos naturais vém sendo utilizados como fonte de medicamentos por
milénios, 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 distribuicdo desses pelo mundo e sua
pouca exploracao. Estudos a respeito das espécies marinhas demonstraram uma

ampla abundancia e distribuigdo da vida no oceano, e concluiu que potencialmente



56
Lacerda-Junior, 2022 2 Fundamentacgao teodrica

mais de 90% das espécies marinhas permanecem n&o descritas (SNELGROVE,
2016).

Apesar disso, uma grande diversidade de organismos marinhos estao sendo
reconhecidos e estudados pela ciéncia, muitos ja descritos como fonte de
compostos que apresentam beneficios a saude como, acidos graxos
poliinsaturados, polissacarideos, pigmentos naturais, minerais essenciais,
vitaminas e enzimas (SHAHIDI; ALASALVAR, 2011; PANGESTUTI; KIM., 2011).
Dentre esses organismos, as algas sao identificadas como recursos vegetais
subexplorados, apesar de serem usadas ha muito tempo como suplementagcao em
dietas alimentares e com propriedades medicinais na medicina tradicional
(BURTIN, 2003; KHAN; KONG; KIM, 2010).

O estudo ampliado das algas, descreveu importantes substancias naturais
bioativas extraidas desses produtos. Muitos metabdlitos isolados de algas marinhas
apresentaram atividades biolégicas capazes de promover beneficios a saude. Um
dos componentes maijoritarios nas algas marinhas séo os pigmentos fotossintéticos
como a ficocianina, que além dos seus efeitos fotossintéticos e de pigmentacéo,
apresenta diversos beneficios a saude como efeito antioxidante e anti-inflamatério,
outro pigmento importante presente nas algas € o B-caroteno que foi descrito com
uma substancia antimultagénica, anti-inflamatoria e antioxidante (CICCONE et al.,
2013; IZADI; FAZILATI., 2018; MIDDAH et al., 2019).

Portanto, o interesse nos metabalitos oriundos das algas tem atraido atencao
nas areas de alimentos, cosméticos e principalmente da quimica e farmacologia.
Visto que, diversas atividades farmacologicas foram descritas para algas marinhas
como, a Eclonia cava que demonstrou capacidade antimutagénica (inibicdo da
invasao de células A549 em células de cancer de pulmao humano) (LEE et al.,
2011); Eisenia bicyclis efeito anti-inflamatorio (inibiu a produgédo de 6xido nitrico
(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-inflamatérios (Diminuiu niveis de malondialdeido, TNF-a e IL-6
em ratos diabéticos) (NASIRIAN et al., 2018).

Nesse contexto, vém se destacando a Spirulina platensis (SP) também
conhecida como Arthrospira platensis, € uma alga verde-azulada, unicelular,

microscopica, de estrutura simples, mas que apresenta composicdo complexa, o
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que vém chamando atengao para os estudos na area da farmacologia (ZEWEIL et
al., 2016). A composicao da SP é rica em substancias com propriedades de saude
como nutrientes essenciais e constituintes bioativos, como acidos graxos
poliinsaturados (acido gama-linolénico), aminoacidos essenciais (arginina,
triptofano), enzimas (SOD), vitaminas (B12), minerais (ferro), pigmentos
fotossintéticos (B-caroteno, clorofila a e ficocianina) e polifendis (MARKOU, 2014).

Atualmente, a presenga de compostos antioxidantes e antiinflamatorios
presentes na SP vem sendo estudados vislumbrando sua aplicagdo no tratamento
de varias doengas humanas. Esses compostos desempenham um importante papel
na prevencao da formacao de radicais livres, em particular, as espécies reativas de
oxigénio (EROs) e nitrogénio (RNS). Além disso, o efeito anti-inflamatério da SP
parece advir da presenca do acido y-linolénico (GLA), linoleico e oleico presentes
na alga, visto que o acido y-linolénico é precursor para formagédo 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 formagcdo de mediadores envolvidos na
inflamagao e processos imunoldgicos (SHIH et al., 2009; GUTIERREZ-SALMEAN;
FABILA-CASTILLO; CHAMORRO-CEVALLOS., 2015).

Quanto aos aspectos toxicoldgicos os estudos demonstraram que a alga
apresenta seguranga para seu uso em humanos, visto que a SP nao apresentou
toxicidades agudas ou crénicas (GUTIERREZ-SALMEAN; FABILA-CASTILLO;
CHAMORRO-CEVALLOS., 2015). Além disso, a SP demonstrou diversas
atividades farmacolégicas, 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 anticancer (KONICKOVA et al.,
2014).

No nosso laboratorio foram demonstrados alguns efeitos da SP frente a
diferentes modelos de musculo liso, foi visto que a suplementacdo com SP
restaurou a reatividade contratil intestinal em ratos Wistar alimentados com dieta
hipercalérica (FERREIRA, 2017), em corpo cavernoso potencializou a resposta
relaxante em ratos saudaveis e reduziu a reatividade contratil cavernosa de ratos
alimentados com dieta hipercalérica (SOUZA, 2018), diminuiu a resposta contratil

e aumentou os niveis de relaxamento e de nitrito em aorta de ratos Wistar,
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indicando maior produgdo de NO, por diminuir estresse oxidativo e aumentar
atividade antioxidante (BRITO et al., 2019), além disso, restaurou a funcgéo erétil
em ratos obesos e diminuiu o estresse oxidativo, aumentando a biodisponibilidade
do 6xido nitrico (DINIZ et al., 2020).

Em modelo de musculo liso uterino, a suplementagcdo com a alga preveniu o
aumento da eficacia e diminuigdo da poténcia do acoplamento eletromecanico da
contracdo em ratas submetidas ao treinamento de forca. Em utero de ratas
sedentarias, a suplementagcdo com a alga nas doses de 50 e 100 mg/kg promoveu
uma leve diminuigdo da eficacia contratil no acoplamento eletromecanico induzido
pelo KCI (BARROS et al., 2021). Ja em utero de ratas Wistar treinadas, observou-
se que a alga parece inibir a via Rho/ROCK e diminuir os niveis do anion superoxido
e promoveu diminuicdo de janus cinase (JNK) mas nao alterou a expressao de
superoéxido dismutase (SOD) e da proteina cinase regulada por sinal extracelular 1
| 2 (ERK1/2), sugerindo que a alga modula negativamente a hipercontratilidade
uterina provocada pelo exercicio intenso de forga, promovendo uma diminuigao na
formacao de EROs e diminuindo a ativagao dos Cav em utero de ratas (FERREIRA
et al., 2021)

Diante disso, a SP apresentou um papel antioxidante e relaxante protetor em
utero de ratas, evidenciando um potencial promissor para a S. platensis frente a
desordens que possam acometer o sistema reprodutor feminino, como as
alteragdes induzidas pela dismenorreia primaria. Com base nisso, este trabalho
objetiva padronizar e implantar um modelo de dismenorreia primaria e investigar o
efeito preventivo da SP sobre alteragdes da reatividade uterina e foliculos ovarianos

além da capacidade antioxidante em utero e ovarios de ratas Wistar com DisP.
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3.1 Geral

Padronizar e implantar um modelo experimental de dismenorreia primaria no
Laboratério de Farmacologia Funcional Professor George Thomas e avaliar os
efeitos preventivos da suplementagao alimentar com Spirulina platensis frente as
alteracdes de reatividade, histomorfoldégicas e sobre parédmetros de estresse

oxidativo induzidas pela dismenorreia primaria em utero e ovario de ratas Wistar.

3.2 Especificos

Avaliar os efeitos da dismenorreia primaria e efeitos preventivos da
suplementacdo com Spirulina platensis nas alteragdes in vivo e in vitro em ratas

Wistar sobre:

e Pontuacao de contorgdes de dismenorreia (/In vivo);

¢ A reatividade contratil no acoplamento farmacomecanico frente aos agentes
ocitocina e PGF2q e eletromecanico frente ao KCl;

e A reatividade relaxante no acoplamento farmacomecanico frente a
isoprenalina e eletromecanico frente ao nifedipino;

e Estresse oxidativo (niveis de malondialdeido e capacidade antioxidante total)
em utero e ovarios;

e Parametros histomorfométricos em utero (espessura das camadas

miometrial e endometrial) e ovarios (foliculos ovarianos).



& Capctuto 7
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4 Capitulo I: Padronizacao e implantagcao do método de dismenorreia primaria

em utero 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 Produgédo Animal (UPA) do Instituto de Pesquisa
em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB).

Previamente, as ratas eram mantidas sob rigoroso controle alimentar com
uma dieta balanceada a base de ragao tipo pellets (Nuvilab®) e livre acesso a agua,
com ventilagdo e temperatura (21 + 1 °C) controladas e constantes, submetidos
diariamente a um ciclo claro-escuro de 12 h, sendo o periodo claro das 6 as 18h00.
Os experimentos eram realizados no periodo de 8 as 20h00. Todos os
procedimentos experimentais foram realizados de acordo com os principios 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
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA (certiddo N° 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 primaria (DisP); (3) ratas com
dismenorreia primaria tratadas com escopolamina e dipirona (Esc+Dip) (1,2 mg/kg)

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

4.3 Substancias e reagentes

Para a realizacdo dos experimentos funcionais: O cloreto de calcio di-
hidratado (CaCl2.2H20), o bicarbonato de sddio (NaHCOs), o cloreto de potassio
(KCI), o cloreto de magnésio di-hidratado (MgCl2.2H20), a glicose (CeéH120s), 0



63
Material e métodos
Lacerda-Junior, 2022 4 Capitulo |

cloreto de sédio (NaCl), o acido cloridrico (HCI), hidréxido de sodio (NaOH),
isoprenalina e nifedipino foram obtidos da Sigma-Aldrich.

O dietilestilbestrol e a prostaglandina F2q (PGF2a) foram obtidos da Cayman
Chemical Company (EUA). A ocitocina foi obtida da Unido Quimica (Brasil). Estas
substancias foram mantidas em um “freezer” a temperatura de -20 °C. Os
anestésicos utilizados para eutanasia dos animais foram adquiridos em farmacia
comercial a xilazina (2%) da syntec farmacéutica e a cetamina (50 mg/mL) da
cristalia farmacéutica.

Todas foram solubilizadas e diluidas em agua destilada, exceto o
dietilestilbestrol, que era dissolvido em alcool etilico absoluto para obtencédo da
solugao-estoque. Quando necessario, essas solugdes-estoque eram diluidas para
obtencao de concentragdes apropriadas para cada protocolo experimental.

O ibuprofeno (50 mg/kg / v.o) foi adquirido em farmacia comercial, produzido
pela Medley farmacéutica e a escopolamina com dipirona (6,67 e 333,4 mg/mL
respectivamente / v.0) da Neo Quimica farmacéutica, ambos medicamentos foram
adquiridos na forma farmacéutica de solugao oral em gotas.

A mistura carbogénica (95% de O2 e 5% de COz2) foi obtida da White Martins
(Brasil).

Para avaliacido histomorfométrica e de estresse oxidativo: a eosina, e
hematoxilina de Mayer, acido tiobarbiturico (0,6%), o 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
(DPPH) e o 1,1,3,3-tetrametoxipropano foram adquiridos da Sigma Aldrich (Brasil).
O formaldeido e acido perclorico (35%) foram adquiridos da Vetec (Brasil), o formol
foi utilizado para conservar as amostras de tecidos utilizadas para realizacao dos

cortes histologicos.

4.4 Solugao nutritiva

Era utilizada a solugdo nutritiva de Locke Ringer para a realizagdo dos
experimentos (REVUELTA; CATABRANA; HIDALGO, 1997), que tinha seu pH
ajustado para 7,4, com uma solucdo de HCI ou NaOH, 1N, e gaseificada com
carbogénio (95% de Oz e 5% de CO2) e mantida a 32 °C, cuja composigéo esta

descrita abaixo:
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Composicao da solucao de Locke Ringer (mM): NaCl (154,0), KCI (5,6),
MgClz2 (2,1), CaClz (2,2), glicose (5,6), NaHCOs (6,0).

4.5 Equipamentos

Para obtencdo e registro das contragbes isométricas, os 6rgdos eram
suspensos em cubas de banho para 6rgaos isolados (6 mL) de modelo BOI-04
conectadas a transdutores de forga isométricos de modelo TIM 05 e acoplados a
um amplificador modelo AECADO4F, que por sua vez, estava conectado a um
sistema de aquisicéo digital com o software AQCAD versao 2.1.6 proporcionado
aquisicdo dos dados e ANCAD para analise destes (Figura 7). Conectado ao
sistema que possui uma bomba termostatica modelo BT-60 que controlava a
temperatura das cubas. Todos os aparelhos utilizados nos experimentos funcionais
foram adquiridos da AVS Projetos (Sao Paulo, SP, Brasil).

As substancias utilizadas eram pesadas em balanca analitica modelo AG200
e 0s animais em balanga semianalitica 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 obteng¢do dos cortes
histolégicos, as amostras eram submetidas ao processador de tecidos modelo
PTO05 (LUPTEC, Brasil), posteriormente seccionadas em micrétomo rotativo modelo
RM 2125 RT (Leica, Alemanha) e fotografadas em microscopio 6tico com camera
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 Il (VISION, Coreia
do Sul) e centrifuga de bancada, modelo NI 1811- A (NOVA instruments, SP,
Brasil). Para a leitura das absorbéancias e realizagdo da dosagem de MDA e do teste
da capacidade antioxidante total (CAT) era realizada no espectrofotdmetro modelo
SP-22 da Biospectro (Parana, Brasil). As medidas de absorbancia eram feitas
utilizando um espectrofotdmetro ultravioleta modelo SP 22 (Bioespectro, Salvador,
BA, Brasil).
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Figura 7- A) Sistema de banho para 6érgaos isolados, composto por cubas de vidro,
transdutores isométricos e bomba termostatica; B) amplificador e sistema de aquisigao
digital.

Fonte: Autor, 2022.

4.6 Métodos

4.6.1 Padronizagao do modelo de dismenorreia em ratas Wistar

4.6.1.1 Abordagem In vivo

4.6.1.1.1 Protocolo de indugao da dismenorreia
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Para a indug&o da dismenorreia, era injetado nos animais dietilestilbestrol
(s.c) uma vez ao dia por 10 dias consecutivos, sendo no 1° (primeiro) e 10° (ultimo)
dia (2,5 mg/kg) e 1 mg/kg do 2° (segundo) ao 9° (nono) dia. Apds 24 horas da ultima
administracao, era injetado ocitocina (i.p) 1 Ul’kg nos animais (Figura 8) (CHEN et
al., 2013).

Os animais do grupo controle eram tratados somente com solugdo salina
durante todos os dias de tratamento e 24h antes da realizagdo do experimento era
administrado 1 mg/kg de dietilestilbestrol para padronizagdo do ciclo estral dos
animais. Ja os animais tratados com as drogas padréo (Esc+Dip ou IBU) receberam
1h antes da administrag&o de ocitocina, via oral com auxilio do método de gavagem
butilbrometo de escopolamina com dipirona ou ibuprofeno, respectivamente.

Apo6s 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 decapitacdo por guilhotina, e o utero e ovario eram removidos
para analises posteriores (HU; JIN, 1999; ETTEN., 2002; LIU et al., 2011).

Figura 8 — Protocolo de indugao da dismenorreia

DisP: solucao salina (v.0)
Grupos Esc + Dip: Escopolamina +
dipirona (0,46 / 23 mg/kg)
IBU: lIbuprofeno 50 mg/kg (v.0)

l 40 min antes

Dietilestilbestrol (s.c) —> Ocitocina (i.p)
&) % )
Q¥ N N\
rbfb((\ 1,0 mg/kg q,f:’({\ ,&90
=2 A A A A A A A A A AN
| | TR A A I | | L
4 I J | I | I | I I | I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Eutanasia

Fonte: Adaptado de CHEN et al., 2013.
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4.6.1.1.2 Pontuagao de contorgoes

Os critérios de pontuacdo para os experimentos comportamentais dos
animais eram realizados mediante a atribuicdo de scores para cada movimento de
contorcdo apresentado pelos animais, a fim de avaliar a dismenorreia primaria
experimental. Para isso, os animais eram colocados em uma caixa de vidro, apos
a administragdo de ocitocina e eram observados durante 30 minutos por dois
avaliadores, que passaram por treinamentos prévios de calibragdo para avaliagao
comportamental. Os scores atribuidos a cada padrdo comportamental estao
apresentados no quadro a seguir e eram aplicados para calculo da pontuagéo de
contor¢ao, usando a seguinte formula descrita na equacao a seguir: (SCHMAUSS;
YAKSH, 1984; XIAO et al., 2019).

Equacao 1:

Pontuagao = Z (numero de repetigdes x scores)

Quadro 1 — Scores para padrao comportamental dos animais

Scores Caracteristicas
0 Postura normal;
1 Lado obliquo do corpo;
2 Dorsiflexao da pata traseira;
2 Extensado do corpo com rotagao lateral pélvica
frequente;
3 Contragao do musculo abdominal;
3 Extensdo dos membros posteriores.

Quadro de pontuagdo em scores para o padrdo comportamental apresentado pelos
animais, 0) animais com postura normal; 1) Movimentos para o lado obliquo do corpo; 2)
Movimento de dorsiflexdo da pata traseira ou extensdo do corpo com rotagao pélvica
frequente; 3) Contragdo do musculo abdominal ou extensao 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 Avaliagao da reatividade uterina

4.6.1.2.1.1 Preparacgao do utero de ratas

ApOs a eutanasia das ratas conforme descrito no item 4.6.1.1.1 a cavidade
abdominal era aberta com um corte longitudinal, o utero retirado e limpo de todo o
tecido conjuntivo e adiposo. Em seguida os dois cornos uterinos eram separados
por meio de uma incisdo, abertos longitudinalmente e suspensos verticalmente em
cubas de banho para 6rgaos isolados, contendo solugao nutritiva de Locke Ringer,
aquecidas a 32 °C e gaseificados com carbogénio (95% O2e 5% COz2).

Estes tecidos eram mantidos sob tensdo de 1 g e permaneceram em repouso
por 40 minutos, tempo necessario para estabilizacdo da preparagao. Durante este
periodo a solugdo nutritiva era trocada a cada 10 minutos (Adaptado de
REVUELTA; CANTABRANA; HIDALGO, 1997). Apo6s o periodo de estabilizacao,
era induzida uma contracdo para verificagcdo da funcionalidade do 6rgdo que
deveria ser maior ou igual 1g para considerar o érgao funcional, esta contragéo
induzida com 60 mM de KCI, registrada através de transdutores isométricos
acoplados a um sistema de aquisigao digital, para verificagdo da funcionalidade do

orgao

4.6.1.2.1.2 Efeitos da dismenorreia primaria sobre a reatividade contratil

farmacomecanica induzida por ocitocina ou PGF2q em utero de ratas Wistar

Apos o periodo de estabilizagdo, eram obtidas duas curvas consecutivas
com concentragbes cumulativas de ocitocina ou PGF2.. Os resultados eram
avaliados comparando-se a amplitude da resposta contratil do utero do grupo com
dismenorreia com aquela obtida pela média das amplitudes maximas das curvas
controle (HEYLEN et al., 2008).
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4.6.1.2.1.3 Efeitos da dismenorreia primaria sobre a reatividade contratil

eletromecanica induzida por KCIl em utero de ratas Wistar

Apos o periodo de estabilizagdo, eram obtidas duas curvas consecutivas
com concentragbes cumulativas ao KCl. Os resultados eram avaliados
comparando-se a amplitude da resposta contrati do utero do grupo com
dismenorreia com aquela obtida pela média das amplitudes maximas das curvas
controle (HEYLEN et al., 2008).

4.6.1.2.1.4 Efeitos da dismenorreia primaria sobre a reatividade relaxante

induzida por isoprenalina em utero de ratas Wistar

Ap0s o periodo de estabilizagdo, uma contragdo com ocitocina foi induzida e
durante o componente ténico da contragdo, a isoprenalina era adicionada de
maneira cumulativa a cuba no grupo com dismenorreia € no grupo controle
(HEYLEN et al., 2008).

4.6.1.2.1.5 Efeitos da dismenorreia primaria sobre a reatividade relaxante

induzida por nifedipino em utero de ratas Wistar

Apos o periodo de estabilizagdo, uma contracdo com KCI foi induzida e
durante o componente ténico da contracao, o nifedipino era adicionado de maneira
cumulativa a cuba em preparagdes distintas no grupo com dismenorreia € no grupo
controle (HEYLEN et al., 2008).

4.6.1.2.2 Avaliagao das alteragoes histopatolégicas do utero e ovario

induzidas pela dismenorreia primaria

As amostras de utero e ovarios de cada rata eram isoladas e fixadas em
solugcao de formaldeido tamponado 10% e incluidos em parafina. Posteriormente,
eram cortados em microtomo (espessura de 4 pm), montadas em laminas
histolégicas e desparafinadas em xilol durante 30 minutos, logo apdés eram

hidratadas em alcool absoluto em concentracées decrescentes por 25 minutos e
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lavados em agua corrente por 5 minutos, depois eram lavados em agua destilada.
As amostras eram tratadas com hematoxilina de Harris por 1 minuto, lavadas
novamente em agua destiladas por 5 minutos e novamente coradas pela eosina
por 3 minutos e, apos também lavadas em agua corrente durante mais 30
segundos.

Finalmente as laminas eram desidratadas em concentragdes crescentes de
alcoois, diafanizadas em xilol, e montadas com Entellan.

Foram analisados os seguintes parametros nos cortes uterinos: a espessura
das camadas uterinas endométrio e miométrio, o numero das glandulas uterinas e
vasos sanguineos. Nos ovarios foram avaliados: o numero de foliculos graafianos
(maduros), foliculos primarios e secundarios (antrais) (MOSAVAT et al., 2019). As
fotomicrografias das laminas eram capturadas através de camera acoplada a um
microscopio éptico. Para a metodologia empregada no imageamento microscopico,
segmentacédo de imagens e definicdo das condi¢ées de morfometria foi utilizado

método descrito por Caliari (1997).

4.6.1.2.3 Avaliagao dos efeitos da dismenorreia primaria sobre o balango entre

o estresse oxidativo e as defesas antioxidantes de ratas Wistar

4.6.1.2.3.1 Obtencao do homogenato do tecido muscular uterino

Ap6s a eutanasia dos animais, os cornos uterinos e 0s ovarios eram
isolados, coletados e armazenados, congelados a -20 °C até a preparagdao do
homogenato. Para realizagdo do homogenato, o tecido era pesado, macerado e
homogeneizado com KCI 10% na proporgao de 1:1. Logo apds, as amostras eram
centrifugadas (1.198 x g/10 min) e era realizada a coleta do sobrenadante para

analise posterior.

4.6.1.2.3.2 Andlise dos niveis de malondialdeido (MDA) e da capacidade
antioxidante total (CAT) no tecido uterino e ovariano

A quantificagdo da producdo de malondialdeido (MDA) era realizada por

meio do método descrito por Ohkawa; Ohishi; Yagi (1979). Apds a obtencédo do
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homogenato uterino e ovariano, aliquotas de 250 pyL eram incubadas a 37 °C em
banho-maria por 60 minutos. Em seguida, as amostras eram precipitadas com 400
ML de &cido percldrico 35% e centrifugadas a 16.851 x g por 20 minutos a 4 °C.
Logo apds, as amostras do sobrenadante eram transferidas para tubos Eppendorf,
400 pyL de acido tiobarbiturico (TBA) 0,6% eram adicionados as amostras e
incubadas a temperatura de 95-100 °C por 1 h.

Em seguida, apds o resfriamento, as amostras eram lidas em
espectrofotbmetro a 532 nm. As amostras turvas apdés o banho-maria eram
centrifugadas novamente a 1.198 x g por 10 minutos antes da leitura. A
determinacdo dos niveis de MDA (umol/L de amostra) nas amostras era obtida
comparando os valores de absorbancia na curva-padrao de MDA obtida para a
solugao padrao (1 pL de 1,1,3,3-tetrametoxipropano em 70 mL de agua destilada,
diluida em séries de 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750, 2000, 2250, 2500,
2750 e 3000 pL de agua 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 centrifuga, em seguida eram adicionados 50 uyL do homogenato uterino ou
ovariano e 2 mL da solugdo de DPPH dissolvido em etanol absoluto (0,012 g/L) e
os tubos eram protegidos da luz; em seguida, os tubos eram agitados em vortex
por 10 segundos e, entdo, mantidos em repouso por 30 minutos. Apos esse
procedimento, as amostras eram centrifugadas a 7.489 x g por 15 minutos a 20 °C.

O sobrenadante era lido em espectrofotdmetro a 515 nm. Os resultados
eram expressos como percentual de inibicdo da oxidacdo, através da seguinte

equacao:

Equacgao 2:
CAT = 100-([DPPH-R] x T)/([DPPH-R] x B) x 100

Sendo [DPPH'R] x T e [DPPH-R] x B correspondentes a concentracdo de
DPPH- remanescente apos 30 minutos, avaliados na amostra (T) e no branco (B)

preparado com agua destilada. As analises eram feitas comparando-se os niveis
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de MDA (umol/L de amostra) ou da CAT (%) entre os grupos GC, DisP, Esc+Dip,
IBU.

4.6.1.2.4 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m.)
e analisados estatisticamente empregando-se o teste “t” (ndo pareado) ou analise
de variancia one way (ANOVA) seguido do pds-teste de Tukey, sendo as diferengas
entre as meédias consideradas significantes quando p < 0,05. Os valores de pCEso
foram calculados por regressao néo linear para todos os experimentos realizados.
Todos os resultados foram analisados pelo programa GraphPad Prism® verséo
5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, USA).

Para reatividade contratil do utero de rata era avaliada pela determinagao do
efeito maximo (Emax) € do logaritmo negativo na base dez da concentragao de uma
substancia que produz 50% do seu efeito maximo (pCEso) da ocitocina, KCI ou
PGF2q para os animais com dismenorreia primaria e comparados com O grupo
controle. A reatividade relaxante era analisada como a percentagem reversa da
contragdo induzida por ocitocina ou KCl e os resultados eram avaliados
comparando-se a amplitude da resposta relaxante do utero das ratas do grupo com
dismenorreia primaria com aquela obtida pela média das amplitudes maximas das
curvas controle.

Os resultados das analises histopatologicas e do estresse oxidativo foram
expressos como meédia * erro padrdo da média (e.p.m.) e analisados
estatisticamente empregando-se analise de variancia one way (ANOVA) seguido
do poés-teste de Tukey, sendo as diferengas entre as médias consideradas

significantes quando p < 0,05.



73
Resultados
Lacerda-Junior, 2022 4 Capitulo |

4.7 Resultados

4.7.1 Pontuacao de contor¢coes do modelo experimental de dismenorreia

primaria em ratas Wistar

Ao analisarmos a pontuacdo de contorcdo induzidas pelo método
experimental de dismenorreia primaria em ratas Wistar, observamos que a
pontuacdo do grupo DisP (119 * 6,9) foi aumentada quando comparado com o
grupo controle (GC) (3,0 + 1,0). Ja os grupos tratados com as drogas padrao
escopolamina e dipirona (Esc +Dip) (64,0 + 5,8) e ibuprofeno (IBU) (39,0 * 4,5),
apresentaram uma diminuicdo na pontuagido de contor¢ao ao compararmos com o

grupo DisP.
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Grafico 1 — Pontuacgao referente as contor¢des dos grupos, GC, DisP, Esc+Dip e IBU em
ratas Wistar.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n = 10). ANOVA one-way seguido do pos-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 Avaliagcao dos efeitos da dismenorreia primaria sobre os parametros

histomorfométricos do Utero e ovarios em ratas Wistar

No corte histologico de utero (Figura 9A) corado em hematoxilina e eosina
mostrando partes do 6rgao, destacando o endométrio (E) e o miométrio (M). Nos
animais do grupo GC (A), observa-se o endométrio histologicamente preservado,
conformagdes glandulares circulares e auséncia de lesdo morfoldgica.
Diferentemente nos grupos DisP, Esc + DiP e IBU, observa-se glandulas
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 um?), o grupo DisP (582 + 11,5) aumentou.
Ja os grupos tratados com as drogas padrédo Esc + Dip (586,2 + 4,6 um?) e IBU
(528,8 + 20,2 um?) ndo reverteram o aumento quando comparados ao grupo DisP
(Grafico 2).

No corte histologico dos ovarios (Figura 9B) corado em hematoxilina e
eosina, observa-se neste 6rgao a presencga majoritaria de foliculos secundarios em
todos os grupos GC, DisP, Esc + DiP e IBU.
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Figura 9 — Efeito da dismenorreia primaria sobre a morfologia do utero (A) e ovarios (B) de ratas Wistar, nos grupos GC (A), DisP (B), Esc + Dip
(C), IBU (D).

Fotomicrografia de utero (A) e ovarios (B) de rata em GC (A), DisP (B), Esc + Dip (C) e IBU (D). Em utero (A) observa-se o endométrio (E);
miométrio (M). Nos ovarios (1) indicam foliculos secundarios e os (A ) indicam foliculos de graaf. GC = grupo controle; DisP = grupo dismenorreia
primaria; Esc + Dip = grupo dismenorreia primaria + escopolamina com dipirona (1,2 mg/kg); IBU = grupo dismenorreia primaria + ibuprofeno (50
mg/kg).

Fonte: Autor, 2022.
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Grafico 2 — Efeito da dismenorreia primaria sobre a area muscular em utero de rata, nos

grupos GC, DisP, Esc + Dip e IBU.
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Os simbolos € as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n=10). ANOVA one-way seguido do pés-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 primaria no acoplamento farmacomecanico de

contracao em utero de ratas Wistar

4.7.2.1 Efeitos da dismenorreia primaria sobre a reatividade contratil induzida

por ocitocina ou PGF2q em utero de ratas Wistar

Nos resultados obtidos, observa-se que a curva de contragao cumulativa de
ocitocina do grupo DisP foi deslocada para a esquerda com aumento da poténcia
contratil (pCEso = 3,6 + 0,2) e do efeito maximo (Emax= 145,1 + 8,7) do agonista
quando comparado com o GC (pCEso = 3,1 £ 0,1 e Emax=100%) respectivamente
(Grafico 3A e Tabela 1).

Ao avaliarmos as alteragbes de reatividade frente ao agonista PGFaq,
observou-se que a curva do grupo DisP apresentou um deslocamento para a
esquerda, aumentando a poténcia do agonista (pCEso = 7,4 = 0,2) quando
comparado ao GC (pCEso = 6,2 = 0,1). De forma semelhante, observou-se um
aumento no efeito maximo da PGF2q4 no grupo DisP (Emax= 127,3 + 15,6) quando
comparado ao GC (Emax= 100%) (Grafico 3B e Tabela 1).
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Figura 10 — Registros originais das curvas concentragdes cumulativas com ocitocina GC
(A) e DisP (B) ou PGF2, GC (C) e DisP (D) em utero isolado de rata.
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Figura 11 — Registros originais das curvas concentragdes cumulativas com PGF2, GC (A)
e DisP (B) em utero isolado de rata.
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Grafico 3 — Curvas concentragao-resposta cumulativas a ocitocina (A) ou PGF2, (B) dos
grupos, GC (e) e DisP (:x) em utero isolado de rata.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n =5). Teste t; DisP = grupo dismenorreia primaria e GC = grupo controle.
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Fonte: Autor, 2022.
Tabela 1 — Valores de Emax € de pCEs da ocitocina e PGF2q em Utero isolado de rata, nos
GC e DisP.

Ocitocina GC 100 3,1+0,1
DisP 145,1 £ 8,7* 3,6 £0,2*

PGF2q GC 100 6,2
DisP 127,3+15,6° 74+0,2

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

Fonte: Autor, 2022.
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4.7.3 Efeito da dismenorreia primaria no acoplamento eletromecanico de

contragao induzida por KCl em utero de ratas Wistar

Avaliando as alteragbes da dismenorreia primaria no acoplamento
eletromecéanico induzida pelo KCI, observou-se que no grupo DisP, a curva de
contracdo cumulativa induzida por KCI foi deslocada para a esquerda, com
aumento da poténcia do agente contratil (pCEso = 2,2 + 0,1) quando comparado ao
GC (pCEs0=1,8 £0,1) e, de forma semelhante, observou-se um aumento no efeito
maximo do KCI no grupo DisP quando comparado ao GC (Emax= 164 + 8,0 e 100,0%

respectivamente) (Grafico 4).
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Figura 12 — Registros originais das curvas concentragdes cumulativas com KCI GC (A) e

DisP (B) em utero isolado de rata.
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Grafico 4 — Curvas concentragao-resposta cumulativas ao KCI dos grupos, GC (e) e DisP
(:2) em utero isolado de rata.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente

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

Fonte: Autor, 2022.
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4.7.4 Efeito da dismenorreia primaria no acoplamento farmacomecénico de

relaxamento induzido por isoprenalina em utero de ratas Wistar

No grupo DisP a curva cumulativa de relaxamento com isoprenalina
apresentou um deslocamento para a direita, com diminuicdo da poténcia do
agonista (pCEso = 11,0 £ 0,2) quando comparado ao GC (pCEso = 15,1 = 0,2).
Observou-se também uma diminuigdo no efeito maximo da isoprenalina no grupo
DisP quando comparado ao GC (Emax= 79,4 £ 2,7 e 100%, respectivamente)
(Gréafico 5).
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Figura 13— Registros originais das curvas concentragcées cumulativas de relaxamento com
isoprenalina GC (A) e DisP (B) em utero isolado de rata.
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Grafico 5 — Efeito da dismenorreia primaria sobre as curvas concentragdes-resposta
cumulativas de relaxamento induzidas pela isoprenalina em utero isolado de rata pré-
contraido com ocitocina, GC (e) e DisP (::) em utero isolado de rata.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n = 5). Teste t; DisP = grupo dismenorreia primaria e GC = grupo controle.

Fonte: Autor, 2022.
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4.7.5 Efeito da dismenorreia primaria no acoplamento farmacomecénico de

relaxamento induzido por nifedipino em utero de ratas Wistar

No grupo DisP a curva cumulativa de relaxamento com nifedipino foi
deslocada para direita com diminuigdo da poténcia do agente relaxante (pCEso =
6,6 £ 0,1) quando comparado ao GC (pCEso = 9,5 + 0,1). Além disso, houve uma
diminuicao no efeito maximo do nifedipino no grupo DisP quando comparado ao
GC (Emax= 73,5 £ 1,3 e 100 + 0,1%) respectivamente (Gréfico 6 e tabela 5).
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Figura 14— Registros originais das curvas concentragdes cumulativas de relaxamento com
nifedipino GC (A) e DisP (B) em utero isolado de rata.
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Grafico 6 — Efeito da dismenorreia primaria sobre as curvas concentragcdes-resposta
cumulativas de relaxamento induzidas pelo nifedipino em utero isolado de rata pré-
contraido com KCI, GC (e) e DisP (::) em utero isolado de rata.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente

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

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

ovario de rata

4.7.6.1 Efeito da dismenorreia primaria sobre a concentragdao de MDA no utero

e ovario de rata

No grupo DisP (6,0 £ 0,1%) verificou-se um aumento nos niveis de MDA no
utero 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%) (Grafico 7A).

Nos ovarios, foi demonstrado que o grupo DisP (5,4 £ 0,2%) apresentou um
aumento nos niveis 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%) (Grafico 7B).
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Grafico 7 — Efeito da dismenorreia primaria sobre os niveis de malondialdeido (MDA)
em utero (A) e em ovario (B) de rata, nos GC, DisP, IBU e Esc + Dip.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n = 5). ANOVA one-way seguido do pés-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 primaria sobre a capacidade antioxidante total

(CAT) no utero e ovario de rata

No utero de ratas submetidas ao protocolo de dismenorreia, apresentaram
uma diminuicdo da CAT (82,2 £+ 2,9%) quando comparada ao controle (94,8 +
1,2%). As drogas padrao IBU (77,5 £ 4,0%) e Esc + Dip (80,5 + 3,1%) nado evitaram
a diminuicdo da CAT promovida pela DisP (Grafico 8A).

Resultado semelhante foi verificado nos ovarios, no grupo DisP houve uma
diminuicdo da CAT (37,9 £ 2,3%) quando comparada ao GC (59,5 £1,3%) e os
animais tratados com as drogas padréo IBU (40,1 £ 1,0%) e Esc + Dip (39,7 £ 7,1%)

nao promoveram reversao da diminuicdo da CAT nos ovarios (Grafico 8B).
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Grafico 8 — Efeito da dismenorreia primaria sobre a capacidade antioxidante total (CAT)
no utero (A) e em ovario (B) de rata, nos GC, DisP, IBU e Esc + Dip.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n = 5). ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey. *p < 0,05 (GC vs. DisP, IBU e
Esc + Dip).

Fonte: Autor, 2022.
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Discussao

Neste trabalho, foi padronizado um modelo experimental de dismenorreia
primaria utilizando a administracéo de dietilestilbestrol e ocitocina, avaliando seus
efeitos em abordagens in vivo através da pontuagdo de contor¢des e in vitro
verificando alteragdes na reatividade, histomorfologia do utero e ovarios, além da
reatividade contratil e relaxante uterina de ratas Wistar. Adicionalmente, foi visto
que em ratas com dismenorreia primaria ha um desbalancgo no estresse oxidativo,
caracterizando-se por uma diminuicdo da capacidade antioxidante total (CAT) no
utero e ovarios e um aumento dos nives de malondialdeido (MDA) e o tratamento
com as drogas padréo nao reverte essas alteragoes.

A dismenorreia primaria se caracteriza pelo aumento da contragao uterina o
que desencadeia o0 aumento de dor pélvica em mulheres (GUO et al., 2013). Nesse
contexto, com o intuito de avaliar se 0 modelo foi implantado com eficiéncia,
realizou-se um estudo comportamental, no qual avaliou-se a pontuacdo de
contorcdes nas ratas, posteriormente a administracdo de estradiol e ocitocina, caso
0s animais apresentassem um aumento no niumero de contorgdes, significaria que
o modelo de dismenorreia primaria foi instalado e apresentaria caracteristicas
semelhantes a DisP humana, caracterizada pelo aumento da contragéo uterina em
mulheres.

Os resultados obtidos mostraram aumento na pontuagao de contorgdes do
grupo DisP, ao ser comparado com o grupo GC (Grafico 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
pontuagcdes de contorcdo destes grupos foram diminuidas significativamente ao
serem comparadas com o grupo DisP (Grafico 1). A utilizagcdo dos medicamentos
de primeira escolha para o tratamento da dismenorreia primaria, baseia-se nos
seus mecanismos de acio, envolvendo o uso de anti-inflamatoérios nao esteroidais,
como o ibuprofeno e a dipirona, estes medicamentos sao responsaveis por inibir as
ciclooxigensases, dessa forma diminuindo a formagao de prostanoides contrateis
como a PGF2q e tromboxano Az que sdo mediadores importantes na patogénese da
DisP. Além disso, utiliza-se antiespasmodicos como a escopolamina um

antagonista dos receptores muscarinicos M3 dessa forma, antagonizando as acoes
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da acetilcolina nesses receptores, diminuindo os niveis de calcio citosdlico
resultando no relaxamento da musculatura lisa uterina. Esses resultados sdo
consistentes com dados da literatura, tendo em vista que a dismenorreia primaria
induz aumento anormal da contragao 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 acdo dos hormdnios sexuais femininos como o estrogénio. A camada
miometrial constituida principalmente por musculo liso, pode ser estimulada pelo
estradiol durante a menstruacdo, aumentando por sua vez a expressao de
receptores presentes nesse tecido como os receptores da ocitocina (OT), da PGF2q
(FP) e da acetilcolina (Ms3), além disso, a extensdao da camada miometrial &
aumentada pela agdo desse hormdnio, desencadeando assim um aumento na
contratilidade uterina relacionada com patogénese da dismenorreia primaria
(TSENG; GURPIDE., 1975; SMITH., 2018).

Adicionalmente com o aumento dos niveis de estradiol, observa-se uma
diminui¢cao dos niveis de progesterona no inicio do ciclo menstrual em mulheres e
em roedores como as ratas na fase estral do seu ciclo, diante disso, o nivel mais
baixo de progesterona causa a ativacdo de metaloproteinases que degradam as
células endometriais e causam a liberagdo de prostaglandinas principalmente. A
diminuicao da progesterona também contribui para a resposta inflamatdria que leva
a esfoliacdo 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 histomorfolégicos uterinos para
confirmar a instalagdo da dismenorreia primaria, dessa forma esperavamos que se
o modelo de DisP estivesse sido instalado com eficacia, observariamos 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 fémeas. Nos resultados obtidos, observamos que a
DisP promoveu um aumento da camada do miométrio quando comparado ao GC
(Figura 9 A e B e Gréfico 2), observou-se ainda que os grupos tratados com as
drogas padrdo Esc + dip e IBU nao reverteram o aumento dessa camada. Na
analise da camada endometrial observamos que quando comparado ao GC, o
grupo DisP promoveu danos na camada endometrial, obsevado pela
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desorganizagao das glandulas endometriais (Figura 9 A e B) e o tratamento com as
drogas padrdo Esc + Dip e IBU nao reverteram esses danos. Esses achados
demonstram que o0 modelo experimental estudado se assemelha com as
carteristicas observadas na DisP humana, promovidas pela ag¢des estrogénica
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 padrao nao reverteram essas
alteragbes, possivelmente esses medicamentos nao atuam sobre a via de
sinalizagao envolvida com a proliferacao e crescimento celular em utero (KUMAR
et al., 2009; ZHANG et al 2021).

Outro 6rgao que pode sofrer alteragdes em quadros de DisP sao os ovarios,
que sao orgaos endocrinos complexos que sofrem modificacbes estruturais e
funcionais significativas ao longo dos ciclos menstruais recorrentes. Esses érgéos
sdo responsaveis por liberar hormbnios como o estradiol e a progesterona e
desregulagdes na secregao desses hormdnios podem estar relacionados com a
patogénese da dismenorreia primaria. A DisP pode ser avaliada através da
dindmica ovariana pela modulagcdo dos foliculos secundarios, graaf e foliculos
luteinizados ndo rompidos (estes sdo foliculos ovarianos maduros que nao se
rompem e sofrem luteinizacdo com odcitos aprisionados) e corpos luteos
(MVONDO et al., 2017; SONG et al., 2021).

Nas analises histopatologicas observamos que no modelo experimental
estudado de DisP, ndo houve diferenga na apresentacao dos foliculos secundarios
presentes nesse 6rgédo, quando comparado ao GC. O tratamento com as drogas
padrao grupos Esc + Dip e IBU também nao alterou os foliculos presentes nos
ovarios. Sugerindo que o modelo de DisP e o tratamendo com as drogas padrao
provavelmente nao estdo promovendo alteragcdes na ovulagao das ratas, visto que
nao ha alteragédo dos foliculos maduros expressos nos ovarios (Figura 9B).

A DisP é o disturbio ginecoldégico que mais acomete mulheres jovens e
adultas, caracterizando-se por uma dor pélvica crénica que ocorre durante a
menstruacao (JAMIESON; STEEGE., 1996; BURNETT; LEMYRE., 2017). Diversos
estudos apontam que os ciclos menstruais estdo associados ao aumento das
contragdes uterinas dolorosas, podendo tal fato ser desencadeado pela diminuicao
dos niveis de progesterona no inicio da menstruagao, desencadeando dessa forma
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eventos como hipoxia e isquemia uterina, resultando no aumento do nivel de dor
devido aumento da producdo de prostanoides contrateis como as prostaglandinas
e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (AKERLAND., 1979; CHAPRON et al.,
2011).

O aumento na contratilidade uterina durante a menstruacéo € um processo
fisiologico que facilita a expulsdo dos tecidos endometriais e, nas mulheres com
dismenorreia primaria, observa-se uma desregulagdo nesse processo,
ocasionando o aparecimento de dor pélvica (QU et al., 2019). A contragéo uterina
pode ser regulada por acdo de alguns hormdnios, a exemplo da ocitocina, cujo
mecanismo de acdo desempenha um papel fundamental no trabalho de parto, por
promover o aumento das contrag¢des uterinas, a expressao do receptor de ocitocina
(OT) no miométrio humano, que é fortemente regulada pelo aumento nos niveis de
estradiol (TOM; ASSINDER, 2010; YULIA; JOHNSON, 2014).

Nesse contexto, o protocolo de inducdo da dismenorreia primaria utilizado
nesse trabalho baseia-se na administracdo de dietilestilbestrol, um analogo do
estradiol, o que pode resultar em um aumento no numero 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 potencializagdo em 1,82 vezes
do efeito do agonista contratil ao compararmos o parametro de poténcia, com o
deslocamento da curva para esquerda, além disso houve aumento do efeito
maximo quando comparado ao GC (Grafico 3A e Tabela 1), sugerindo assim que o
horménio pode estd aumentando o numero dos receptores OT e afinidade de
ocupacao da ocitocina ao seu alvo farmacolégico, ainda nesse contexto, o aumento
do efeito maximo pode sugerir 0 aumento da expressao ou uma modulagao positiva
de proteinas associadas a contragdo como, as proteinas da via de sensibilizacao
ao calcio (Rho-ROCK) nas ratas do grupo DisP (NEUBIG et al., 2003).

Diante disso, o estradiol e a ocitocina podem ser considerados fatores
etioldégicos para DisP por regularem a coordenacdo da contratilidade miometrial
(LIEDMAN et al., 2008), uma vez que também ja foram relatados niveis plasmaticos
aumentados em mulheres com dismenorreia (MECHSNER et al.,, 2010). A
ocitocina, possivelmente, contribui também para vasoconstricdo das artérias

uterinas em pacientes com dismenorreia e foi demonstrado que a expressao dos



100
Discussao
Lacerda-Junior, 2022 4 Capitulo |

receptores de ocitocina (OT) esta positivamente correlacionada com o aumento da
gravidade da dismenorreia (AKERLUND, 2006; GUO et al., 2013) promovendo
hiperatividade uterina. Além disso, a ativacdo de receptores OT também pode
resultar na regulacao positiva da PLA2 e da COX-2, resultando na maior produgéo
de PGs (GUO et al., 2013) da PGF2q pelas células endometriais (WILSON;
LIGGINS; WHITTAKER, 1988; BURNS et al., 2001).

Assim, acredita-se que niveis elevados de prostanoides contrateis, como as
prostaglandinas do tipo PGF2q seja uma das principais causas do aumento da dor
pélvica durante a menstruacdo, devido aos seus efeitos estimulatorios da
contratilidade uterina, como demonstrado em outros estudos n&o clinicos recentes,
em que se observou que a PGF2q ocasionou maior contratilidade uterina
promovendo dor visceral em utero de camundongos fémeas (YANG et al., 2015).

Diante dessas premissas, nds hipotetizamos que a indug¢ao da dismenorreia
causaria um aumento da resposta contratil a PGF2q. Para confirmar essa hipétese,
foram induzidas contragdes com PGF2q sintética e esperava-se que as respostas
contrateis dos animais do grupo DisP fossem aumentadas. Foi observado que a
curva de contragdo do grupo DisP foi deslocada em 1,4 vezes para a esquerda,
com aumento da poténcia e além disso houve um aumento da eficacia contratil
quando comparado ao GC (Grafico 3B), indicando assim que provavelmente as
alteragdes fisiopatoldgicas induzidas pelo modelo de dismenorreia estudado,
envolvem a modulagédo positiva da via das prostaglandinas, possivelmente pelo
aumento da expresséo dos receptores FP no miométrio uterino e maior afinidade
das PGF2q aos seus receptores.

Esses efeitos podem podem estar relacionado a atividade do estrogénio,
sugerido pela potencializagdo nos resultados, além disso o aumento do efeito
maximo, pode estar relacionado a estimulacido positiva na expressao de
ciclooxigenases promovidas pelo estrogénio, desencadeando uma estimulagao na
produgao de prostanoides contrateis, promovendo maior resposta contratil uterina
in vitro, caracteristica do quadro de cdlica uterina (MILSOM |, ANDERSCH., 1984;
BLESSON et al., 2012; HELLMAN et al., 2017).

Para mais, o processo de contragdo do musculo liso uterino ocorre pelos
acoplamentos eletromecanico e farmacomecanico. A contracdo uterina esta

diretamente ligada a um aumento da concentragéo de calcio citosodlica ([Ca?*]c). O
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acoplamento eletromecanico de contragdo esta relacionado a uma mudanca no
potencial de repouso promovendo a despolarizacdo da membrana, desencadeando
o influxo de Ca?* pelos canais de célcio dependentes de voltagem (Cav), levando
assim a uma resposta contratil (AGUILAR; MITCHELL, 2010; HILL-EUBANKS,
2011; FERNANDES, 2018).

Nesse contexto, a contracdo no acoplamento eletromecéanico pode ser
induzida por agentes como o KCI que promove uma ativagao dos Cav e o aumento
de [Ca?*]., levando a contragdo uterina, esse passo também é comum para a via
da PGF2.. Mais recentemente vem sendo descrito uma regulagdo positiva
promovida pelo estrogénio sobre a expressao destes canais, sugerindo que este
pode ser um dos passos pelos quais ha um aumento na contratilidade uterina em
quadros de dismenorreia primaria (ARROWSMITH; WRAY, 2014; WRAY et al.,
2015; WRAY; ARROWSMITH., 2020)

Dessa forma, decidimos avaliar a participacdo dos canais de Cavno modelo
experimental em estudo, induzindo curvas concentragdes cumulativas com KCI, e
esperava-se que se o modelo de dismenorreia primaria estivesse levando ao
aumento na contragdo induzida pelo agente haveria o deslocamento da curva para
esquerda com aumento da poténcia e eficacia maxima do KCI. E foi observado que
a curva do grupo DisP foi potencializada com deslocamento para a esquerda em
1,8 vezes e maior eficacia ao KCI, quando comparado ao GC (Grafico 4), indicando
assim que possivelmente pode estar havendo aumento na expressao dos Cayv ou
aumento no influxo dos ions Ca?*, que podem estar envolvidos na fisiopatologia
dessa doenca no modelo testado.

Em relac&o ao relaxamento uterino é necessario que ocorra uma diminuigao
da [Ca?*]c, que se da tanto pelo meio do mecanismo eletromecanico, levando a
repolarizacdo ou a hiperpolarizacdo da membrana, como pelo mecanismo
farmacomecanico, a partir da ativagcao de receptores de membrana e inibicado das
vias bioquimicas que levam a contragdo ou ativagdo 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 farmacomecanico, a partir da ativagao de receptores
metabotropicos como na via adrenérgica (B2) (WOODRUM; BROPHY, 2001;
SOMLYO; SOMLYO, 2003).
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Com base nisso, em quadros de dismenorreia primaria, é sugerido que a
transducdo (3-adrenérgica esteja prejudicada, devido aos niveis de progesterona,
diminuidos. A progesterona é responsavel por regular alguns passos dessa via, por
exemplo, aumentando a expressado dos receptores adrenérgicos-p2 e regulando
positivamente a proteina Gas resultando em um maior acoplamento e ativagao
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-MEREZAK et al., 1994; MAYBIN; CRITCHLEY., 2011).

Para verificar essa hipétese, realizamos curvas concentragdes cumulativa
de relaxamento com isoprenalina, um agonista dos receptores B2 e esperava-se
que as respostas relaxantes dos animais do grupo DisP fossem diminuidas.

A resposta relaxante do grupo DisP a isoprenalina, um agonista B2, foi
dificultada com o deslocamento da curva para direita em 1,2 vezes, quando
comparada ao GC e diminuigdo da poténcia e eficacia (Grafico 5), sugerindo assim
que nesse modelo experimental, pode estar havendo diminuigdo nos niveis de
progesterona destes animais ou inibigcdo de passos envolvidos na via de sinalizagao
adrenérgica-3 para promover relaxamento do miométrio uterino.

Além disso, a DisP também pode promover alteragcdes sobre o acoplamento
eletromecanico de relaxamento uterino. O relaxamento uterino no acoplamento
eletromecanico 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 despolarizagdo ou hiperpolarizagdo na membrana. A
membrana da célula hiperpolarizada promove o fechamento dos canais Cav,
diminuindo a [Ca?*]c. Ademais, mais recentemente vém sendo descrito que a
progesterona pode regular positivamente a expressdo de canais de K* e o
estrogénio podem regular positivamente a expressdo de Cav no miométrio uterino,
diante do exposto, o aumento dos niveis de estradiol no quadro de DisP, pode
resultar no aumento da expressdo 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 expressdo de Cav e para isso realizamos curvas
concentracdes 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 diminui¢gao
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 diminui¢cao da poténcia e da eficacia relaxante
do bloqueador no grupo DisP quando comparado ao GC (Grafico 6), corroborando
o resultado anterior observado na reatividade contratil com o agente KCI.

A hipercontratilidade uterina promovida pelo aumento de ions Ca?* no Utero
resulta em contragdes miometriais anormais e vasoconstricado das artérias uterinas,
desenvolvendo fendmenos de isquemia e hipdxia no sistema reprodutor feminino,
causando dor pélvica e aumento da sua intensidade. Os eventos de
isquemia/hipoxia induzidos durante a contragdo uterina, devido a diminuicdo do
fluxo sanguineo para o miométrio, podem desencadear o acumulo de radicais livres
(EROs). Os radicais livres sao os produtos de reagdes de reducdo bioldgica e a
superproducao de EROs estdo implicadas na patogénese da dismenorreia, tendo
em vista que esses radicais podem desencadear alteragdes em proteinas e no DNA
podendo levar a alteragbes na fungdo miometrial ou a ativagado de cascatas de
sinalizagao (ativacdo de proteinas como PKC, MAPK/ERK e enzimas como as
ciclooxigenases), resultando em eventos como hipercontratilidade uterina e
inflamagao endometrial (GUNEI, 2012; KAPLAN et al., 2013).

Visto isso, 0 aumento de espécies reativas promovidas pela hipdxia e
isquemia no sistema reprodutor feminino, levam ao desenvolvimento de eventos
oxidativos, como a peroxidacéo lipidica. O acumulo de EROs reagem com acidos
graxos das membranas celulares, promovendo a destruicgdo das estruturas
celulares. Com isso, decidimos avaliar se a peroxidacao lipidica poderia estar
envolvida no modelo de DisP estudado, dessa forma, esperavamos que caso a
hipétese fosse verdadeira, o grupo DisP levaria a um aumento na produgdo de
MDA, o principal produto da peroxidagao lipidica (SZMIDT et al., 2020).

Observamos nos nossos resultados um aumento dos niveis de MDA em
utero e ovarios no grupo DisP, quando comparado ao GC (Gréafico 7A e B),
demonstrando possivelmente o envolvimento da peroxidagao lipidica, ocasionado
pelo aumento de EROs na DisP, que por sua vez possivelmente resulta em dandos
celulares, bem como na ativacéo de processos celulares envolvidos no aumento da

contratilidade e inflamacao uterina, como a liberagado de prostanoides contrateis
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(PGs) mediante ativagdo das COXs e aumento na produgdo de fatores pro-
inflamatorios (NF-kB). Esses achados corroboram outros estudos da literatura, nos
quais em outros modelos de DisP apresentaram aumento nos niveis de MDA em
utero de ratas (LI et al., 2010; MVONDO et al., 2017).

Além disso, verificou-se que o tratamento com as drogas padrao nao alterou
os niveis de MDA, quando comparado ao grupo DisP em utero e ovarios (Grafico
8A e B), esses resultados estao consistentes com os dados da literatura nos quais
nao foi observado beneficios da administracdo desses medicamentos frente aos
niveis de MDA em utero (KAHRAMAN; CEVIK; SARACOGLU., 2021;
ORIMADEGUN; AWOLUDE; AGBEDANA., 2021).

Neste cenario, sabendo que nos quadros de DisP em mulheres ha o
aumento na producdo de EROs e supressao de enzimas antioxidantes como a
superéxido dismutase e catalase (Bl et al., 2021), decidimos avaliar se no modelo
de DisP estudado, estaria havendo alteragcdes balang¢o oxidativo em utero e ovarios
de ratas avaliando a sua capacidade antioxidante total.

Visto isso, se houvesse uma diminuicdo da capacidade antioxidante no
grupo DisP a hipotese seria considerada positiva. E observou-se que no grupo DisP
houve uma diminuicdo da CAT no utero e ovarios quando comparado ao GC
(Grafico 8A e B), demonstrando assim um desbalango do estresse oxidativo no
sistema reprodutor feminino em quadros de DisP, sugerindo dessa forma que
possivelmente os eventos de hipdxia/isquemia podem estar gerando aumento das
EROs nesses érgéos, corroborando dessa forma que em quadros de inflamagao,
como a DisP ha aumento da producao espécies radicalares possivelmente pela
supressao 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 padréo ibuprofeno (IBU) e escopolamina com dipirona (Esc + Dip), ndo
reverteram a diminuicdo da CAT promovida pela DisP em utero e ovarios (Grafico
7A e B), demonstrando que essas drogas nao apresentaram efeitos benéficos
frente ao desbalanco oxidativo, como demonstrado em outros estudos descritos na
literatura (JESUINO et al.,2019; KAHRAMAN; CEVIK; SARACOGLU., 2021).

Portanto, nossos resultados fornecem evidéncias iniciais que o modelo de
DisP utilizado nesse trabalho, aumenta a reatividade contratil e diminui reatividade


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Kahraman%2C+Ersin
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Cevik%2C+Banu
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relaxante uterina, podendo este efeito estar relacionado ao aumento camada
miometrial e mecanismos que envolvem aumento na expressao de receptores da
ocitocina, prostaglandinas e/ou diminuicdo da ativagdo da sinalizacédo J-
adrenérgica, além de possivelmente modular positivamente a expressédo dos Cav
tipo L ou influxo dos ions Ca?*.

Ademais, demonstrou-se que nesse modelo de dismenorreia primaria houve
um desbalango no estresse oxidativo, caracterizado pelo aumento nos niveis de
MDA e diminuigdo da CAT. Esses achados revelam que o modelo experimental
padronizado em ratas Wistar no nosso laboratério, pode contribuir para futuros
estudos da sinalizagdo envolvida com a fisiopatologia da DisP, bem como, na
investigacao de novas substancias que possam vir a ser utilizadas como candidatos
a farmacos/medicamentos para a prevencado e/ou tratamento da dismenorreia

primaria.
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5 Capitulo Il: Efeito preventivo da suplementagao com S. platensis sobre as
alteragdes induzidas pela dismenorreia primaria no sistema reprodutor

feminino de rata Wistar

5.1 Material

5.1.1 Produto-teste

A Spirulina platensis foi adquirida na forma de p6 no laboratério INFINITY
Pharma. (HONG KONG - China) (lote n° 17J11-B004-025041, Anexo 3). Uma
amostra foi analisada através da realizacdo de testes de controle de qualidade e
fracionada pela Farmacia de Manipulagcdo Roval (Jodo Pessoa-PB) (lote n°
20121025). A SP foi diluida com soro fisiolégico para obtengdo das solug¢des para

administragao.

5.1.2 Animais

Ratas Wistar (Raftus norvegicus), com 8 semanas de idade
(aproximadamente 180 — 200g), eram adquiridas da Unidade de Produgcdo Animal
(UPA) do IPeFarM da UFPB.

Previamente, as ratas eram mantidas sob rigoroso controle alimentar com
uma dieta balanceada a base de ragao tipo pellets (Nuvilab®) e livre acesso a agua,
com ventilagdo e temperatura (21 + 1 °C) controladas e constantes, submetidas
diariamente a um ciclo claro-escuro de 12 h, sendo o periodo claro das 6 as 18h00.
Os experimentos eram realizados no periodo de 8 as 20h00. Todos os
procedimentos experimentais foram realizados seguindo os principios de cuidados
com animais seguindo os principios de cuidados com animais e foram submetidos
e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA (certiddo N°
1886010520) da UFPB (Anexo 2).

5.1.3 Substancias e reagentes

O cloreto de calcio di-hidratado (CaCl2.2H20), o bicarbonato de sdédio

(NaHCOs3), o cloreto de potassio (KCl), o cloreto de magnésio di-hidratado
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(MgCl2.2H20), a glicose (CsH1206), 0 cloreto de sédio (NaCl), o acido cloridrico
(HCI), hidréxido de sédio (NaOH), isoprenalina e nifedipino foram obtidos da Exodo
Cientifica (Brasil).

O dietilestilbestrol e a prostaglandina F2q4 (PGF2q) foram obtidos da Cayman
Chemical Company (EUA). A ocitocina foi obtida da Unido Quimica (Brasil).

Estas substancias foram mantidas em um “freezer” a temperatura de -20 °C.
Todas foram solubilizadas e diluidas em agua destilada, exceto o dietilestilbestrol,
que era dissolvido em alcool etilico absoluto para obtencdo da solugao-estoque.
Quando necessario, essas solucdes-estoque eram diluidas para obtencdo de
concentragcdes apropriadas para cada protocolo experimental.

A mistura carbogénica (95% de O2 e 5% de COz2) foi obtida da White Martins
(Brasil).

5.1.4 Solugao nutritiva

A solucdo nutritiva utilizada para a realizagdo dos experimentos era a de
Locke Ringer (REVUELTA; CATABRANA; HIDALGO, 1997), que era ajustada ao
pH 7,4, com uma solucdo de HCI ou NaOH, 1N), e gaseificada com carbogénio

(95% de Oz e 5% de CO2) e mantida a 32 °C, cuja composigao esta descrita abaixo:

Composicao da solucao de Locke Ringer (mM): NaCl (154,0), KCI (5,6),
MgClz (2,1), CaClz (2,2), glicose (5,6), NaHCOs (6,0).

5.1.5 Equipamentos

Para obtencdo e registro das contragbes isométricas, os 6rgdos eram
suspensos em cubas de banho para 6rgaos isolados (6 mL) de modelo BOI-04
conectadas a transdutores de forgca isométricos de modelo TIM 05 e acoplados a
um amplificador modelo AECADO4F, que por sua vez, estava conectado a um
sistema de aquisi¢ao digital com o software AQCAD versao 2.1.6 proporcionado
aquisicdo dos dados e ANCAD para analise destes (Figura 7, Capitulo I).
Conectado ao sistema que possui uma bomba termostatica modelo BT-60 que
controlava a temperatura das cubas. Todos os aparelhos utilizados nos
experimentos funcionais foram adquiridos da AVS Projetos (Sao Paulo, SP, Brasil).
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As substancias utilizadas eram pesadas em balanga analitica modelo AG200
e 0s animais em balanga semianalitica 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 obtengcdo dos cortes
histologicos, as amostras eram submetidas ao processador de tecidos modelo
PTO0S5 (LUPTEC, Brasil), posteriormente seccionadas em micrétomo rotativo modelo
RM 2125 RT (Leica, Alemanha) e fotografadas em microscopio 6tico com camera
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 centrifuga de bancada, modelo NI 1811- A (NOVA instruments, SP,
Brasil). Para a leitura das absorbéancias e realizacdo da dosagem de MDA e do teste
da capacidade antioxidante total (CAT) era realizada no espectrofotdbmetro modelo
SP-22 da Biospectro (Parana, Brasil). As medidas de absorbancia eram feitas
utilizando um espectrofotdmetro 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 primaria (DisP);
(3) ratas com dismenorreia primaria suplementadas com Spirulina platensis com a
dose de 50 mg/kg (DISP+SP50) e (4) ratas com dismenorreia primaria
suplementadas Spirulina platensis na dose de 100 mg/kg (DISP+SP100).

5.2.2 Preparo e administragcao da S. platensis

A S. platensis em po6 era diariamente dissolvido em soro fisiolégico nas

proporgdes de 0,005 e 0,010 g/mL para a preparacao das doses de 50 e 100 mg/kg,
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respectivamente, que eram administradas por gavagem aos animais. As
suplementacdes eram realizadas por um periodo de oito semanas sendo esta
realizada 3 vezes por semana (FERREIRA et al., 2021). A administragdo da solugao
era feita por via oral utilizando como técnica a gavagem, a administragao ocorria no
periodo das 12 as 14 h, utilizando agulhas de aco inox para gavagem (BD-12,
Insight, Ribeirdo Preto, SP) e seringas descartaveis de 10 mL com precisao de 0,2
mL (BD, HIGILAB, Joao Pessoa, PB).

5.2.3 Investigacao do efeito preventivo da suplementagdao com S. platensis
nas alteracoes de reatividade contratii e relaxante induzidas pela

dismenorreia primaria

Conforme descrito anteriormente no item 5.2.2 era administrado aos animais
por via oral a alga S. platensis no periodo das 12 as 14h00 com o auxilio de agulhas
de aco inoxidavel para gavagem e seringas descaraveis de 5 mL com precisao de
0,2 mL o tratamento era realizado durante 8 semanas, com a frequéncia de trés
vezes na semana, sendo esta administracdo realizada trés vezes por semana
(Figura 10).

Figura 10 — Protocolo de administragdo da Spirulina platensis

Spirulina platensis
(50 e 100 mg/kg)

sSeman aS.
12 2a 3a 42 5a 62 72 82

Nos ultimos 10 dias,
realizou-se a inducdo da
dismenorreia primaria

Fonte: Autor, 2022.
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5.3 Abordagem In vivo

5.3.1 Protocolo de indugao da dismenorreia

Durante as 8 semanas de tratamento com a Spirulina platensis nos ultimos
10 dias era realizada a indugao da dismenorreia, para tal, era injetado nos animais
dietilestilbestrol (s.c) uma vez ao dia por 10 dias consecutivos, sendo no 1°
(primeiro) e 10° (ultimo) dia (2,5 mg/kg) e 1 mg/kg do 2° (segundo) ao 9° (nono) dia.
Apods 24 horas da ultima administragdo, era injetado ocitocina (i.p) 1 Ul/kg nos
animais (Figura 8, Capitulo I).

Apo6s 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 decapitagdo por guilhotina, e o utero e ovario eram removidos
para posteriores analises (HU; JIN, 1999; LIU et al., 2011).

5.3.1.1 Pontuacao de contorgoes

Os critérios de pontuacdo para os experimentos comportamentais dos
animais eram realizados mediante a atribuicdo de scores para cada movimento de
contorcdo apresentado pelos animais, a fim de avaliar a dismenorreia experimental.
Para isso, os animais eram colocados em uma caixa de vidro, apos a administragao
de ocitocina e eram observados durante 30 minutos por dois avaliadores, que
passaram por treinamentos prévios de calibragao para avaliagdo comportamental.
Os scores atribuidos a cada padrao comportamental estdo apresentados no quadro
1 apresentado no capitulo |, para calculo da pontuagao de contorcgéo, foi utilizada a

férmula descrita no capitulo I.

5.4 Abordagem In vitro

5.4.1 Efeitos da suplementagao com Spirulina platensis sobre a reatividade
contratil farmacomecanica induzida por ocitocina ou PGF2q nas alteragoes em

utero de ratas induzidas pela dismenorreia primaria


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S094471131300202X?casa_token=h6ZmEEbkkoQAAAAA:OH1CiggvAbWbAfqWT0YWyulqmeOA-R6gBJHYUNM7AdLhG2N-ircBFEyjkwbaXsUrT4KCBULSqo28#bib0080
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Apoés o periodo de estabilizacdo, duas curvas consecutivas com
concentragbes cumulativas de ocitocina ou PGF2qa eram obtidas. Os resultados
eram avaliados comparando-se a amplitude da resposta contratil do utero do grupo
controle com aquela obtida pela média das amplitudes maximas das curvas dos
grupos DisP e suplementado com a alga Spirulina platensis (SP) (HEYLEN et al.,
2008).

A reatividade contratil do utero de rata era avaliada pela determinagao do
efeito maximo (Emax) € do logaritmo negativo na base dez da concentragcado de uma
substancia que produz 50% do seu efeito maximo (pCEso) da ocitocina ou PGF2q
para os animais dos grupos DisP, DisP + SP50 e DisP + SP100 e comparados com

0 grupo controle.

5.4.2 Efeitos da suplementacao com Spirulina platensis sobre a reatividade
contratil eletromecanica induzida por KCI nas alteragcoes em utero de ratas

induzidas pela dismenorreia primaria

Apos o periodo de estabilizacdo, duas curvas consecutivas com
concentragbes cumulativas com KCI eram obtidas. Os resultados eram avaliados
comparando-se a amplitude da resposta contratil do utero do grupo controle com
0s outros grupos avaliados, conforme desctrio no intem anterior (HEYLEN et al.,
2008).

A reatividade contratil do utero de rata era avaliada pela determinacéo do

Emax € pCEs0 conforme descrito no item anterior.

5.4.3 Efeitos da suplementagcao com Spirulina platensis sobre a reatividade
relaxante induzida pela isoprenalina nas alteragées em utero de ratas

induzidas pela dismenorreia primaria

Apos o periodo de estabilizagdo, uma contragdo com ocitocina era induzida
e durante o componente ténico da contracdo, a isoprenalina era adicionada
respectivamente de maneira cumulativa a cuba em preparagdes distintas nos
grupos GC, DisP, DisP + SP50 e DisP + SP100 (HEYLEN et al.,, 2008). A

reatividade relaxante uterina era avaliada conforme descrito no capitulo I.
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5.4.4 Efeitos da suplementacao com Spirulina platensis sobre a reatividade
relaxante induzida pelo nifedipino nas alteragcées em uUtero de ratas induzidas

pela dismenorreia primaria

Apos o periodo de estabilizagdo, uma contragcdo com KCI era induzida e
durante o componente tbnico da contracdo, o nifedipino era adicionado
respectivamente de maneira cumulativa a cuba em preparagdes distintas nos
grupos GC, DisP, DisP + SP50 e DisP + SP100 (HEYLEN et al., 2008). A

reatividade relaxante uterina era avaliada conforme descrito no capitulo |.

5.4.5 Analise histopatolégica do utero e ovario

As amostras de utero e ovarios de cada rata eram isoladas e fixadas em
solugao de formaldeido tamponado 10% e incluidos em parafina. Posteriormente,
eram cortados em microtomo (espessura de 4 pm), montadas em laminas
histologicas e desparafinadas em xilol durante 30 minutos, logo apdés eram
hidratadas em alcoois em concentragdes decrescentes por 25 minutos e lavados
em agua corrente por 5 minutos, depois eram lavados em agua destilada. As
amostras eram tratadas com hematoxilina de Harris por 1 minuto, lavadas
novamente em agua destiladas por 5 minutos e novamente coradas pela eosina
por 3 minutos e, apos também lavadas em agua corrente durante mais 30
segundos.

Finalmente as laminas eram desidratadas em concentragdes crescentes de
alcoois, diafanizadas em xilol, e montadas com Entellan. Os paramentros
analisados foram observados conforme descritos no capitulo I. As fotomicrografias
das laminas eram capturadas através de camera acoplada a um microscopio optico.
Para a metodologia empregada no imageamento microscopico, segmentacédo de
imagens e definicdo das condigdes de morfometria foi utilizado método descrito por
Caliari (1997).
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5.4.6 Avaliacao dos efeitos da suplementacao com Spirulina platensis nas
alteracoes induzidas pela dismenorreia primaria sobre CAT e MDA em utero

de ratas Wistar

5.4.7 Obtencao do homogenato do tecido muscular uterino e dos ovarios

ApOs a eutanasia dos animais, 0os cornos uterinos e ovarios eram isolados,
coletados e armazenados, para posterior preparo do homogenato dos tecidos

conforme metodologia descrita no capitulo I.

5.4.8 Analise dos niveis de malondialdeido (MDA) e da capacidade

antioxidante total (CAT) no tecido uterino e ovariano

A quantificagdo da producdo de malondialdeido (MDA) era realizada por
meio do método descrito por Ohkawa; Ohishi; Yagi (1979). Apds a obtengéo do
homogenato uterino e ovariano, aliquotas de 250 pyL eram incubadas a 37 °C em
banho-maria por 60 minutos. Em seguida, as amostras eram precipitadas com 400
ML de &cido percldrico 35% e centrifugadas a 16.851 x g por 20 minutos a 4 °C.
Logo apds, as amostras do sobrenadante eram transferidas para tubos Eppendorf,
400 pyL de acido tiobarbiturico (TBA) 0,6% eram adicionados as amostras e
incubadas a temperatura de 95-100 °C por 1 h.

Em seguida, apds o resfriamento, as amostras eram lidas em
espectrofotbmetro a 532 nm. As amostras turvas apds o banho-maria eram
centrifugadas novamente a 1.198 x g por 10 minutos antes da leitura. A
determinacao dos niveis de MDA (umol/L de amostra) nas amostras era feita
substituindo os valores de absorbancia na curva-padrao de MDA obtida para a
solugdo padrao (1 pL de 1,1,3,3-tetrametoxipropano em 70 mL de agua destilada,
diluida em séries de 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750, 2000, 2250, 2500,
2750 e 3000 pL de agua 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 centrifuga, em seguida

eram adicionados 50 pL do homogenato uterino e ovariano e 2 mL da solugao 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 vortex por 10 segundos e, entdo, mantidos
em repouso por 30 minutos. Apds esse procedimento, as amostras eram
centrifugadas a 7.489 x g por 15 minutos a 20 °C.

O sobrenadante era lido em espectrofotdmetro a 515 nm. Os resultados
eram expressos como percentual de inibicdo da oxidacdo, através da férmula
descrita no capitulo 1. As analises eram feitas comparando-se os niveis de MDA
(umol/L de amostra) ou da CAT (%) entre os grupos GC, DisP, DisP+SP50 e
DisP+SP100.

5.5 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m.)
e analisados estatisticamente empregando-se o teste “t” (ndo pareado) ou analise
de variancia one way (ANOVA) seguido do pés-teste de Tukey, sendo as diferengas
entre as meédias consideradas significantes quando p < 0,05. Os valores de pCEso
foram calculados por regresséo néo linear para todos os experimentos realizados.
Todos os resultados foram analisados pelo programa GraphPad Prism® versao
5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, USA).

Para reatividade contratil do utero de rata era avaliada pela determinagao do
efeito maximo (Emax) € do logaritmo negativo na base dez da concentragao de uma
substancia que produz 50% do seu efeito maximo (pCEso) da ocitocina, KCI ou
PGF2q para os animais com dismenorreia primaria e comparados com O grupo
controle. A reatividade relaxante era analisada como a percentagem reversa da
contragdo induzida por ocitocina ou KCl e os resultados eram avaliados
comparando-se a amplitude da resposta relaxante do utero das ratas do grupo com
dismenorreia primaria com aquela obtida pela média das amplitudes maximas das
curvas controle.

Os resultados das analises histopatologicas e do estresse oxidativo foram
expressos como média * erro padrdo da média (e.p.m.) e analisados
estatisticamente empregando-se analise de variancia one way (ANOVA) seguido
do poés-teste de Tukey, sendo as diferengas entre as médias consideradas

significantes quando p < 0,05.
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5.6 Resultados

5.6.1 Efeitos da suplementacao com S. platensis sobre as contor¢ées no

modelo experimental de dismenorreia primaria em ratas Wistar

Ao avaliarmos os scores das pontuagdes entre os grupos, observou-se
que o grupo Disp teve um aumento na pontuagao (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 pontuagao de contor¢gdes no modelo de dismenorreia primaria em
ratas (98,2 £ 2, 6; 64,0 + 3,1, respectivamente) (Grafico 9).
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Grafico 9 — Pontuacgao referente as contorgdes dos grupos, GC, DisP, DisP + SP50 e
DisP + SP100 em ratas Wistar.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m,
respectivamente (n = 10). ANOVA one-way seguido do pés-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 Avaliacao dos efeitos da dismenorreia primaria e da suplementagao

com Spirulina platensis sobre os parametros histomorfométricos do utero

e ovarios em ratas Wistar

No corte histolégico de utero (Figura 11A) corado em hematoxilina e
eosina mostrando partes do 6rgao, destacando o endométrio (E) e o miométrio
(M). Nos animais do grupo GC (A), observa-se endométrio histologicamente
preservado, conformagdes glandulares circulares e auséncia de lesdo
morfoldgica. Diferentemente no grupo DisP, observa-se glandulas endometriais
desorganizadas e danos no tecido endometrial (E), além do espessamento da
camada miometrial (M) quando comparado ao GC.

Ja nos grupos suplementados com Spirulina platensis nas doses de 50 e
100 mg/kg (C e D), observa-se que a alga preveniu as alteragdes no endométrio
preservando as conformacodes glandulares e auséncia de lesao morfolégica, 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 um?), o
grupo DisP (582 + 11,5) aumentou a espessura miometrial. Ja as ratas
suplementadas com Spirulina platensis 50 mg/kg preveniu parcialmente (381,0
+ 37,2 um?) e 100 mg/kg totalmente (308,8 + 22,7 um?) o aumento da camada
do miométrio quando comparados ao grupo DisP (Grafico 10).

No corte histoldégico dos ovarios (Figura 11B), observa-se a presenca
majoritaria de foliculos secundarios nos grupos GC e DisP, ja nos animais
suplementados com a alga, além dos foliculos secundarios, observa-se foliculos
de Graaf.
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Figura 11 — — Efeito da dismenorreia primaria e suplementacado com Spirulina platensis sobre a morfologia do utero (A) e ovarios (B) de ratas
Wistar, nos grupos GC (A), DisP (B), DisP + SP50 (C), DisP + SP100 (D).

Fotomicrografia de utero (A) e ovarios (B) de rata em GC (A), DisP (B), DisP + SP50 (C), DisP + SP100 (D). Em utero (A) observa-se o endométrio
(E); miométrio (M). Nos ovarios (1) indicam foliculos secundarios e os (A) indicam foliculos de graaf. GC = grupo controle; DisP = grupo
dismenorreia primaria; DisP + SP50 = grupo dismenorreia primaria + Spirulina platensis (50 mg/kg); IBU = grupo dismenorreia primaria + Spirulina

platensis (100 mg/kg).
Fonte: Autor, 2022.
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Grafico 10 — Efeito da dismenorreia primaria e Spirulina platensis sobre a area muscular

em utero de rata, nos grupos GC, DisP, DisP + SP50 e DisP + SP100.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n = 10). ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey. *p < 0,05 (GC vs. DisP); e #p <
0,05 (DisP vs. DisP + SP50 e DisP + SP100).

Fonte: Autor, 2022.
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5.6.3 Efeito da dismenorreia primaria e da suplementagao com S. platensis

sobre acoplamento farmacomecanico de contragcao em utero de ratas Wistar

5.6.3.1 Efeito da dismenorreia primaria e da suplementagao com S. platensis
sobre o acomplamento farmacomecanico de contragao induzida por ocitocina

ou PGF2q em utero de ratas Wistar

No grupo DisP, observou-se um aumento na poténcia e eficacia contratil
frente a ocitocina (pCEso = 3,5 + 0,1; Emax = 145,4 + 8,7%) quando comparado ao
GC (pCEso = 3,1 £ 0,05; Emax = 100%) (Grafico 11A e Tabela 2).

Quando as ratas eram suplementadas com a S. platensis na dose de 50
(Disp + SP50) ndo houve prevengdo do aumento da poténcia e eficacia quando
comparado ao grupo DisP (pCEso = 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 poténcia e eficacia contratil a ocitocina
(pCEs0 = 3,1 £ 0,1; Emax = 120,4 + 2,9%) quando comparado ao DisP (Grafico 11A
e Tabela 2).

Com a PGF2a no grupo DisP, observou-se um aumento na poténcia e eficacia
contratil frente a PGF2a (pCEso =7,4 + 0,2; Emax = 127,3 £ 15,7%) quando
comparado ao GC (pCEso = 6,2 £ 0,1; Emax = 100%) (Grafico 11B e Tabela 2).

Quando as ratas eram suplementadas com a S. platensis na dose de 50
(Disp + SP50) nao houve prevengao do aumento da poténcia e eficacia quando
comparado ao grupo Disp (pCEso =7,4 £0,1; Emax = 116,8 £ 1,7%), porém, quando
0s animais eram suplementados com a alga na dose de 100 mg/kg (Disp + SP100),
a alga preveniu parcialmente o aumento da poténcia (pCEso = 6,7 £ 0,1) sem alterar
a eficacia contratil da PGF2q (Emax = 119,0 £ 3,9%) quando comparado ao Disp
(Grafico 11B e Tabela 2).
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Figura 17— Registros originais das curvas concentracbes cumulativas de contragcdo com
ocitocina SP50 (A) e SP100 (B) em utero isolado de rata.
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Figura 18— Registros originais das curvas concentragées cumulativas de contracdo com
PGF2,, SP50 (A) e SP100 (B) em utero isolado de rata.
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Grafico 11 — Efeito da suplementacdo alimentar com S. platensis sobre as curvas
concentragdes-resposta cumulativas a ocitocina (A) e PGF2q (B) em Utero isolado de rata,
nos GC (e), DisP (o), DisP + SP50 (¥) e DisP + SP100 (A ).
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Os simbolos 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 Enax € de pCEso da PGF2q em utero isolado de rata, nos GC, DisP,
DisP + SP50 e DisP + SP100.

100 3,1+0,1

Ocitocina GC
DisP 1451+ 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%
PGF24 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%

ANOVA one-way seguido do pés-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 primaria;
DisP + SP50 = grupo com dismenorreia primaria e suplementado com Spirulina platensis
na dose de 50 mg/kg; DisP + SP100 = grupo com dismenorreia primaria e suplementado

com Spirulina platensis na dose de 100 mg/kg.

Fonte: Autor, 2022.
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5.6.3.2 Efeito da dismenorreia primaria e da suplementagcao com S. platensis

sobre o acomplamento eletromecanico de contracao induzida por KCI

Frente a contracédo induzida pelo KCI no grupo DisP, observou-se um
aumento na poténcia e eficacia contratil frente ao agente contratil (pCEso = 2,2
0,1; Emax = 164,0 £ 7,9%) quando comparado ao GC (,CEso = 1,8 £ 0,1; Emax =
100%) (Grafico 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 poténcia (pCEso
=1,8 £ 0,1; pCEso = 1,9 £ 0,1, respectivamente), o grupo DisP + SP50 preveniu
parcialmente o aumento da eficacia contratii do KCl (Emax = 128,8 = 4,7%)
diferentemente Disp + SP100 (Emax = 102,9 £ 1,8%) preveniu totalmente o aumento

do efeito maximo, quando comparado ao Disp (Grafico 12).
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Figura 19— Registros originais das curvas concentracbes cumulativas de contragcdo com
KCI SP50 (A) e SP100 (B) em utero isolado de rata.
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Grafico 12 — Efeito da suplementacdo alimentar com S. platensis sobre as curvas
concentragoes-resposta cumulativas ao KCl em utero isolado de rata, nos GC (e), DisP (o),
DisP + SP50 (V) e DisP + SP100 (A).
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Os simbolos 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 primaria e da suplementagao com S. platensis
sobre o acomplamento farmacomecanico de relaxamento induzido por

isoprenalina

No relaxamento induzido pela isoprenalina o grupo DisP, diminuiu a poténcia
e eficacia relaxante da isoprenalina (pCEso = 11,0 + 0,2; Emax= 79,4 * 2,7) quando
comparado ao GC (pCEso = 15,1 £ 0,2; Emax = 100%) (Grafico 13).

Quando as ratas eram suplementadas, com S. platensis na dose de 50
mg/kg, a alga preveniu uma diminuigdo do efeito maximo, mas n&o alterou a
poténcia relaxante da isoprenalina (pCEso = 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
prevencgao da diminuigdo da poténcia e eficacia relaxante da isoprenalina (pCEszo =
15,15 £ 0,4; Emax = 100,0%) (Grafico 13).
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Figura 20— Registros originais das curvas concentragcées cumulativas de relaxamento com
isoprenalina SP50 (A) e SP100 (B) em utero isolado de rata.

A
19 L Isoprenalina [10-2' — 1071 M
10 T T A A A L S |
40 min Lu_//
[S— edaina)
T £
KCL60 Oci 102
Mm UilmL
B
- Isoprenalina[102'— 101 M
i T [
40 min //
T )
KeLon Oci 102

Mm UilmL



131
Resultados

Lacerda-Junior, 2022 5 Capitulo Il

Grafico 13 — Efeito da suplementagdo alimentar com S. platensis sobre as curvas
concentragoes-resposta cumulativas de relaxamento a isoprenalina em utero isolado de
rata pré-contraido com ocitocina, nos GC (e), DisP (o), DisP + SP50 (¥ ) e DisP + SP100
(A).
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Os simbolos 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 primaria e da suplementagdao com S. platensis
sobre o acomplamento eletromecanico de relaxamento induzido por

nifedipino

No relaxamento induzido com nifedipino o grupo DisP, diminuiu a poténcia e
eficacia relaxantes do agente relaxante (pCEso = 6,6 + 0,1; Emax= 73,5 £ 1,3%)
quando comparado ao GC (pCEso = 9,5 £ 0,1; 100%) (Grafico 14).

Quando as ratas eram suplementadas coma a alga, verificou-se que a
suplementagdao com a dose de 50 mg/kg em DisP + SP50 uma prevencao da
diminuicao do efeito maximo relaxante do nifedipino e parcialmente da sua poténcia
relaxante (pCEso = 8,1 £ 0,1; Emax= 100%), porém no grupo DisP + SP100 com a
dose de 100 mg/kg, observou-se prevencgao total da diminuicdo da poténcia e do

efeito maximo relaxantes do nifedipino (pCEso = 9,1 £ 0,2; 100%) (Gréfico 14).
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Figura 21— Registros originais das curvas concentragdes cumulativas de relaxamento com
nifedipino SP50 (A) e SP100 (B) em utero isolado de rata.
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Grafico 14 — Efeito da suplementagdo alimentar com S. platensis sobre as curvas
concentragoes-resposta cumulativas de relaxamento com nifedipino em utero isolado de
rata, nos GC (e), DisP (o), DisP + SP50 (V) e DisP + SP100 (A).
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5.6.6 Efeito da dismenorreia primaria e suplementagdo com Spirulina
platensis sobre a concentragao de malondialdeido (MDA) no utero e ovario de

rata

Nas ratas do grupo DisP (6,0 + 0,1%), verificou-se um aumento nos niveis
de MDA em utero 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 ndo preveniu o aumento de MDA, diferentemente a
suplementagdo com a dose de 100 mg/kg (DisP + SP100) (2,5% + 0,1) preveniu o
aumento dos niveis de MDA quando comparado ao grupo DisP (Grafico 15A).

Nos ovarios, foi demonstrado que o grupo DisP (5,4 + 0,2%) aumentou os
niveis 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 niveis de MDA quando comparado ao grupo
DisP (3,8 £ 0,5% e 2,3 £ 0,2%) respectivamente (Grafico 15B).
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Grafico 15 — Efeito da dismenorreia primaria e suplementacdo com Spirulina platensis
sobre os niveis de malondialdeido (MDA) em utero (A) e em ovario (B) de rata, nos GC,
DisP, DisP + SP50 e DisP + SP100.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n =5). ANOVA one-way seguido do pos-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 primaria e suplementagdao com Spirulina
platensis sobre a capacidade antioxidante total (CAT) no utero e ovario de

rata

Em utero de ratas, observou-se que o grupo DisP diminuiu a CAT (82,2 +
2,9%) quando comparada ao controle (94,8 + 1,2%). A suplementagdo com
Spirulina Platensis na dose de 50 mg/kg (78,8 £ 2,8%) ndo preveniu a diminuicéo
da CAT quando comparado ao grupo DisP, diferentemente a suplementagao com
a alga na dose de 100 mg/kg (DisP + SP100) (95,7 + 2,2%) preveniu a diminuigéo
da CAT (Grafico 16A).

Nos ovarios, verificou-se que o grupo DisP promoveu uma diminui¢do 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
1t 1,4%), ambas preveniram a diminuicdo da CAT quando comparados ao DisP
(Grafico 16B).
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Grafico 16 — Efeito da dismenorreia primaria e suplementagao com Spirulina platensis
sobre a capacidade antioxidante total no utero (A) e em ovario (B) de rata, nos GC, DisP,

DisP + SP50 e DisP + SP100.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente
(n =5). ANOVA one-way seguido do pos-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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Discussao

No presente trabalho, foi implantado o modelo de dismenorreia primaria
experimental induzido pela administragao de dietilestilbestrol e ocitocina em ratas
Wistar apresentado no capitulo 1, e foi observado que Spirulina platensis diminuiu
a pontuacgao de contorgdes nas ratas em estudos in vivo, apresentando efeito anti-
dismenorreico e nos parametros analisados in vitro SP preveniu o0 aumento da
camada miometrial e danos a camada endometrial uterina, bem como preveniu o
aumento da reatividade contratii e aumento da relaxante em utero de ratas,
adicionalmente a alga diminuiu o estresse oxidativo em utero e ovarios de ratas
promovido pela DisP.

A dismenorreia primaria € a principal cauda de dor pélvica cronica e acomete
mulheres jovens e em idade fértil, causando absenteismo de atividades essenciais.
A DisP é considerada um problema de saude publico pela OMS e é caracterizada
pela hipercontratilidade uterina exarcebada durante o periodo menstrual, o
tratamento farmacoldgico da DisP envolve o uso de AINEs e antiespasmadicos, o
uso por tempo prolongado desses medicamentos pode desencadear o
aparecimento de efeitos indesejaveis, como disturbios no trato gastrointestinal
(PARKER; SNEDDON; ARBON., 2010; LIDH; ELLSTRON; MILSON., 2012). Dessa
forma, evidencia-se o interesse em compreender os processos bioquimicos
envolvidos na fisiopatologia da DisP e na busca por novas substancias para se
estabelecer um tratamento eficaz para esse disturbio.

Estudos recentes realizados por Ferreira et al. (2021) demonstrou que em
utero de ratas Wistar submetidas ao treinamento intenso de for¢ga houve aumento
da eficacia e diminuicao da poténcia do componente eletromecanico da contragao
promovida pelo KCI e aumento da eficacia no componente farmacomecanico de
contragdo induzida pela ocitocina, além de promover o aumento da camada
miometrial uterina e do estresse oxidativo. Ferreira et al. (2021), relatou que a
suplementagao com Spirulina platensis na dose de 100 mg/kg preveniu o aumento
da eficacia e diminuicdo da poténcia na contragdo induzida pelo KCI e previniu
parcialmente o aumento da eficacia do componente farmacomecanico de contragao
induzida pela ocitocina, por inibicdo da via Rho/ROCK e diminui¢do dos niveis do

anion superoxido, bem como preveniu as alteragdes histologicas uterinas causadas
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pelo exercicio intenso de forga, como aumento da camada miometrial. Diante disso,
sugeriu-se que a suplementagdo com a SP promove beneficios frente a problemas
no sistema reprodutor feminino, envolvendo hipercontratilidade uterina como aborto
e dismenorreia primaria.

Nesse contexto, a S. platensis, que € uma alga verde-azulada com alto valor
nutricional, que vem chamando atengao como fonte potencial para o tratamento de
diferentes doencas. Visto que a suplementagdo com a alga promoveu efeitos
benéficos em utero de rata frente as alteragdes causadas pelo exercicio de forga,
decidiu-se avaliar se a suplementacdo com S. platensis preveniria as alteragdes
desenvolvidas pela dismenorreia primaria em utero e ovario de ratas Wistar. Diante
dessa premissa, decidimos avaliar se a suplementagdo com a alga nas doses de
50 e 100 mg/kg preveniria o aumento das contor¢des promovidas pela DisP em
utero de ratas Wistar, esperavamos que caso a hipbtese fosse verdadeira,
observariamos uma reducao da pontuacao de contorgoes.

Nos resultados de pontuacéo de contorgdes frente ao modelo experimental
de DisP, observamos que a suplementagdo com a alga nas doses de 50 e 100
mg/kg durante 8 semanas, preveniu o aumento da pontuagdo de contorgbes
quando comparado ao grupo DisP, sugerindo dessa forma que a alga apresenta
um efeito antidismenorreico, possivelmente apresentando um efeito anti-
inflamatdrio ou antiespasmadico.

Essas atividades farmacoldgicas ja foram atribuidas a esta alga em outros
estudos, como demonstrado por Ferreira et al. (2021) e Barros (2021) nos quais a
alga, promoveu diminuicdo da eficacia do KCI no acoplamento eletromecanico de
contracdo em utero de ratas treinadas por promover inibigdo das ciclooxigenases e
diminuir dessa forma a producao de prostanoides contrateis, como a PGF2q. Além
disso, em outros modelos de musculo liso como em ileo 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
diminuigéo da formagéao de prostaglandinas contrateis. Adicionalmente esse efeito
anti-inflamatdrio da SP é atribuido aos compostos presentes na composi¢ao dessa
alga, um desses constituintes € a ficocianina, um pigmento fotossintético majoritario
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 periodo menstrual, em que ocorre a DisP ha um aumento na
producdo de mediadores inflamatorios e contrateis no utero, promovidas pelo
aumento dos niveis de estradiol e diminui¢ao da progesterona. A hipercontratilidade
uterina, caracteristica da DisP tem sua génese envolvida com o aumento da
espessura da camada miometrial, que ocorre durante o periodo menstrual
proporcionado assim, aumento na area de musculo liso que € o tecido responsavel
por contrair e relaxar este 6rgao. Observa-se também nesse periodo, aumento dos
danos ocasionados pela esfoliagdo no endométrio uterino, sendo essa camada
conhecida por acumular e funcionar como estoques de acido araquidénico, um
substrato para agdo de enzimas como a PLA2 que induz a produgédo de agentes
pré-inflamatérios (BONNEY, 1985; GUIMARAES; POVORA, 2020).

Dessa forma, decidimos avaliar se a suplementagdo com SP preveniria o
aumento da camada miometrial e os danos provocados pela DisP ao endométrio
uterino. E esperavamos que se a hipotese fosse verdadeira, observariamos uma
diminuicdo da area miometrial e desorganizagdo glandular no endomeétrio.
Observamos nos nossos resultados, que a alga na dose de 50 e 100 mg/kg
preveniu o aumento da camada miometrial e levou a organizagdo parcial e
prevencdo de danos na camada endometrial uterina. Na histomorfometria dos
ovarios a alga promoveu a preservagao de foliculos secundarios e de Graaf que
sao foliculos maduros envolvidos nos processos fisioldgicos desse 6rgao, como a
ovulagao. Esses resultados sdo semelhantes aos descritos por Osman et al., (2012)
e Abdel-Aziem (2018) que sugerem que a SP causa manutencédo das fungdes
ovarianas, promovendo maturacdo dos foliculos maduros, preservando
principalmente a presenca de foliculos secundarios e de graaf nesse 6rgao, dessa
forma garantindo o processo de ovulagao e diminuindo danos a fertilidade feminina
induzidos pelo glutamato monossédico.

Esses resultados em utero, podem ser atribuidos a modulagao negativa das
acdes do estrogénio, podendo a alga estar diminuindo os efeitos desse horménio
sobre a proliferacao celular da camada miometrial e endometrial. Ademais a SP
pode estar modulando negativamente a sinalizagéo da via das MAPK que sofre
superativagao em quadros inflamatérios 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 possivel agente inibidor
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da via das MAPK em corpo cavernoso de ratos obesos e em utero de ratas
submetidas ao treinamento fisico (SOUZA et al., 2018; FERREIRA, 2019). Esses
efeitos podem ser atribuidos a ficocianina presente na composigcédo 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 possivel inibidor
da via das MAPK promovendo diminuicao da proliferacédo e crescimento do musculo
cardiaco promovendo citoprotecao.

Visto isso, a hipercontragao uterina é o principal fator que ocasiona a cdlica
menstrual em mulheres, diversos estudos mostram que em quadros de DisP ha
aumento de horménios que regulam a contragéo uterina como ocitocina e estradiol
em liquidos menstruais e sangue de mulheres com esse disturbio. Segundo Susan
e Arrowsmith (2012) o aumento dos niveis de estradiol durante a menstruacao,
pode levar através de acgdes transcricionais desse hormdbnio ao aumento da
expressao de receptores envolvidos na contragao uterina como o da ocitocina (OT),
PGF2q, de proteinas associadas a contragédo como proteinas da via da Rho/ROCK,
proteina cinase da cadeia leve da miosina (MLCK) e miosina, além de modular
positivamente a expressao de canais de Cau.

Visto isso, a contragao uterina pode ser desencadeada pelo acoplamento
farmacomecanico, que ocorre por exemplo quando um agonista como a ocitocina
se liga ao seu receptor (OT) e leva a ativacao de cascatas de sinalizacao,
resultando no aumento das concentragbes citosdlicas de Ca?*, promovendo a
contracdo uterina. Diante dessa premissa, decidimos avaliar se a suplementacao
com a alga preveniria o aumento da contratilidade uterina no acoplamento
farmacomecanico induzido pela ocitocina ou PGF2q.

Na avaliagao de reatividade uterina, observamos que a alga na dose de 50
mg/kg ndo preveniu o aumento de poténcia e eficacia promovidas pela DisP no
acoplamento farmacomecanico de contragao, diferentemente a SP na dose de 100
mg/kg preveniu totalmente o aumento da poténcia e parcialmente do efeito maximo
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 poténcia e eficacia da
ocitocina em ratas submetidas ao treinamento de forca. Possivelmente, os efeitos

observados pela alga na dose de 100 mg/kg sugerem que a prevengao pode estar
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ocorrendo a nivel de receptor ou por mecanismos subsequentes de transducéo
celular do acoplamento farmacomecéanico (NEUBIG et al., 2003).

Ja é bem elucidado que as contragdes uterinas exarcebadas no quadro de
coélica uterina, pode ser mediada pela produgdo excessiva de prostaglandinas.
Pickles et al. (1965) observou que um dos fatores que contribuem para a
dismenorreia é o aumento na concentragcdo de prostaglandinas antes da
menstruagdo, essas sugestdes foram confirmadas por por outros autores que
demonstraram que as prostaglandinas s&o superproduzidas na dismenorreia e que
essas substancias causam contragdo em vasos que suprem o Utero e promovem
atividade contratil anormal uterina (FAJRIN; ALAM; USMAN, 2020). Diante dessa
premissa, levantamos a hipétese que a suplementagcdo com SP poderia prevenir o
aumento da reatividade contratil induzida pela PGF2q em utero de ratas com DisP.

Observamos que no acoplamento farmacomecanico de contragao utilizando
a PGF2q, a SP na dose de 50 mg/kg n&o preveniu o aumento de poténcia e eficacia
da PGF2q promovido pela DisP, ja na dose de 100 mg/kg a SP preveniu
parcialmente o aumento da poténcia, mas ndo preveniu o aumento da eficacia da
PGF2qinduzida pela DisP. Esses resultados sugerem que a suplementagdo com a
alga na dose de 50 mg/kg néo previne as alteragdes na via pela qual a PG promove
a contragdo uterina desencadeadas pela DisP, mas na dose de 100 mg/kg a
prevencgao parcial do aumento da poténcia da PGF2q sugere que esse efeito da alga
pode esta relacionado a uma modulagao negativa a nivel de receptor da PG.

Adicionalmente, outra forma de induzir o aumento na contratilidade uterina é
através do influxo de Ca?*. O aumento da concentracdo desses ions pode se da
pela ativagdo do acoplamento eletromecéanico de contragdo. Esse evento pode
ocorrer por exemplo, pela abertura dos canais de Ca?* na membrana da célula
muscular lisa como os Cav. Nesse contexto, estudos recentes vém correlacionando
um aumento nos niveis de ions Ca?* 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 expressao dos Cav
pode ser modulada positivamente pela agdo do estrogénio em ratas com DisP, fato
que este que pode estar relacionado com a patogénese da DisP. Diante disso,
decidimos avaliar se a suplementagdo com a alga SP preveninia as alteracoes
promovidas pela DisP no acoplamento eletromecanico de contracéo.
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Curiosamente, frente ao acoplamento eletromecanico de contragdo induzida
pelo KCI, a suplementagdo com a alga nas doses de 50 e 100 mg/kg preveniram o
aumento da poténcia, mas na dose de 50 mg/kg a suplementagdo com SP preveniu
parcialmente o aumento da eficacia, ja na dose de 100 mg/kg a alga preveniu
totalmente esse aumento promovido pela DisP. Esses resultados indicam que a
alga pode esta modulando negativamente a expressao dos Cav inibindo os efeitos
do estradiol ou atuando promovendo inibicdo direta destes canais. Resultados
semelhantes foram descritos por Ferreira (2017) em ileo de ratos obesos e Ferreira
et al (2021) em utero de ratas treinadas, sugerindo que a alga pode estar diminuindo
o influxo de Ca?* e diminuindo a contratilidade do musculo liso.

Baseado nesse cenario, a contratilidade uterina desregulada pode ser
promovida pelo aumento das [Ca?']c ou pela inibicdo das vias que levam ao
relaxamento uterino. Visto isso, o relaxamento uterino pode ocorrer pelo
acoplamento  eletromecanico ou farmacomecanico. O  acoplamento
farmacomecanico de relaxamento pode ser mediado por alguns agentes, como por
exemplo agonistas B-adrenérgicos como a isoprenalina. Dessa forma, a
isoprenalina ao se ligar aos seus receptores na célula muscular lisa, desencadeia
uma série de reacdes que resultam na diminuicdo de [Ca?*]c levando ao
relaxamento uterino (BERNAL, 2007).

Ja é bem descrito na literatura que a progesterona € o hormdnio sexual
feminino que regula majoritariamente a expressao de proteinas envolvidas na
sinalizacdo adrenérgica uterina, além disso, mais recentemente vem sendo
associada a regulagéo positiva da expressao dos canais de K* no utero. Perante o
exposto, em quadros de DisP, observa-se uma relagdo do menor nivel de
progesterona em mulheres com maior intensidade da dor. Essa diminuicdo dos
niveis de progesterona ocorre durante o inicio da menstruacdo, e observa-se um
aumento das agdes estrogénicas, o que dificulta o relaxamento uterino (BERNADI
et al.,, 2017; WRAY et al., 2021). Diante do exposto, decidimos avaliar se a SP
preveniria as alteragdes de reatividade no acoplamento farmacomecénico de
relaxamento provocadas pela DisP.

Vericamos que no acoplamento farmacomecanico de relaxamento, a alga na
dose de 50 mg/kg nao preveniu a diminuicdo da poténcia relaxante induzida pela
DisP, mas preveniu a diminuicao da eficacia da isoprenalina. Diferentemente a
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suplementagdo com a alga na dose de 100 mg/kg preveniu totalmente a diminuigéo
da poténcia e eficacia da isoprenalina. Esses resultados sugerem que a alga pode
estar possivelmente prevenindo essas alteragdes por promover potencializagao
das agbes da progesterona, aumentando a expressao de proteinas da via
adrenérgica como as proteinas 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 oxigénio.

O relaxamento uterino, também pode ser realizado através do acoplamento
eletromecanico. Uma forma de produzir o relaxamento uterino € a utilizacao de
bloqueadores dos Cav como o nifedipino, que atua promovendo o bloqueio destes
canais ao se ligar no seu sitio N. Nesse sentido, o relaxamento uterino pode ser
prejudicado pela agdo dos hormdnios ovarianos como estradiol, que apresenta
seus niveis aumentados em mulheres com DisP. WRAY (2021) relata que esse
hormdnio pode regular a expresséo de canais idnicos na musculatura lisa uterina,
promovendo a diminuicao da expressao dos canais de K* e aumento da expressao
dos Cav. Dessa forma, decidimos avaliar se a suplementagdo com alga SP
preveniria as alteragdes de reatividade no acoplamento eletromecéanico de
relaxamento promovidas pela DisP.

Observamos que no acoplamento eletromecanico de relaxamento, a alga na
dose de 50 mg/kg nao preveniu a diminuicdo da poténcia relaxante do nifedipino
induzida pela DisP, mas preveniu a diminuicdo da eficacia do nifedipino. Porém a
suplementagao com a alga na dose de 100 mg/kg preveniu totalmente a diminuigéo
da poténcia e eficacia da isoprenalina. Esses resultados corroboram os resultados
obtidos no acoplamento eletromecanico de contragdo, sugerindo que a alga pode
esta regulando negativamente a ativagdo dos Cav ou a expressao destes canais,
além disso a alga pode possivelmente esta inibindo enzimas que ativam esses
canais como a proteina cinase C (PKC), o mesmo efeito foi observado em outros
modelos de musculo liso, em que a alga diminuiu contragcdo em ileo de ratos obesos
induzida pelo KCI (FERREIRA, 2017) e por Ferreira (2019) e Barros (2021) em utero
de ratas treinadas.

Nesse sentido, ativacdo de proteinas como PKC, Rho/ROCK e a via das
MAPK podem estar envolvidas com ativagdo dos Cav e aumento das
concentragbes de Ca?* resultando na contracdo uterina. Recentemente as EROs
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vém sendo descritas como espécies sinalizadoras que regulam processos
fisioloégicos e patoldgicos no sistema reprodutor feminino, como por exemplo a
contragdo uterina que é vital para a fertilidade feminina, movimentos estes
essenciais para implantacdo dos ovulos fecundados, movimentagdao dos
espermatozoides, além da realizacdo dos processos de renovacao tecidual que
ocorre durante o periodo menstrual (DIKENSOY et al., 2008; SZMIDT et al., 2020).

Durante o periodo menstrual o aumento da contragéo uterina ocasionada
pelo aumento na produgao de PGs leva a contragdo nos vasos que irrigam o utero,
além do aumento na contrag&o uterina. Esses eventos culminam em processo de
hipdxia, que desencadeia o aumento na produgdo de EROs essas espécies
reativas podem levar a ativacao de proteinas envolvidas na contragao uterina, como
a PKC e inibicao da ciclase de guanilil soluvel, enzima envolvida no relaxamento
uterino promovido pelo NO, além disso a produgdo exagerada das EROs podem
levar a produg¢ao de danos ao tecido uterino, através de reag¢des de peroxidagao
lipidica. O aumento das EROs vem sendo recentemente descritas como um dos
principais mediadores envolvidos na patogénese da DisP, atribuindo-se a estas um
papel importante na exarcebacdo da contragcdo uterina levando ao aparecimento
da dor em mulheres com DisP. Diante dessa premissa, decidimos avaliar se a
suplementacdo com SP preveniria o desbalanco do estresse oxidativo causado
pela DisP (ORIMADEGUN et al., 2019; SZMIDT et al., 2020).

Observamos nos resultados obtidos que a alga promoveu melhora nos
parametros do estresse oxidativo. A suplementagdo com SP na dose de 50 mg/kg
preveniu o aumento dos niveis de MDA em ovarios e a diminuigdo da CAT, mas
nao preveniu esses efeitos no utero. Curiosamente a suplementagado com a alga na
dose de 100 mg/kg preveniu o aumento de MDA e a diminuicao da CAT em utero
e ovarios promovido pela DisP.

Ha 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 expressao 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 composicao 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 reacdes de quelacido, podendo prevenir a peroxidacgao lipidica, e
captar radicais livres (SHALABY; SHANAB, 2013). Efeitos antioxidantes
semelhantes também foram observados em outros modelos experimentais de
musculo liso, como em aorta, ileo e corpo cavernoso de ratos obesos (BRITO et al.,
2014; FERREIRA, 2017; SOUZA, 2018) e mais recentemente em uteros de ratas
treinadas (FERREIRA et al., 2021).

A partir desse estudo, frente aos efeitos antidismenorreicos, como
diminuicdo da pontuacdo das contorgdes, diminuigcdo da reatividade contratil e
aumento da reatividade relaxante, além da diminuicdo do estresse oxidativo no
utero, sugere-se um potencial papel para a alga na promog¢ao de beneficios para
mulheres com DisP. No entanto, sdo necessarios estudos mais aprofundados para
elucidar o mecanismo de acao pelo qual a SP exerce seus efeitos. Ademais, esse
estudo reforca que a inser¢cdo de alimentos com alto valor nutricional, potencial
antioxidante e antiinflamatério como a Spirulina platensis na alimentagcdo podem

melhorar os danos promovidos pela dismenorreia primaria em mulheres.
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Dessa forma, o modelo experimental de dismenorreia primaria objeto desse
estudo, foi validado promovendo no estudo in vivo os sinais clinicos da doenga, que
foram atenuados pelas drogas-padréao utilizadas na pratica clinica, bem como
promoveu nos estudos in vitro hipercontratilidade uterina e aumento no estresse
oxidativo, que s&o aspectos implicados na fisiopatologia da DisP, sugerindo que
este estudo conseguiu replicar o modelo de DisP validando a implantacéo e

padronizagao do meétodo.

Na avaliagao dos efeitos da suplementagcdo com Spirulina platensis em ratas
com DisP é possivel concluir:

e Preveniu o aumento das contorgdes uterinas (in vivo).

e Diminuiu o crescimento da camada miometrial e danos a camada
endometrial em ratas com DisP;

e Nao alterou a maturacao dos foliculos ovarianos;

e Preveniu o aumento da contratilidade uterina no acoplamento
farmacomecanico e eletromecanico;

e Precaveu a diminuigdo do relaxamento no acoplamento
farmacomecanico e eletromecanico;

e Reduziu o estresse oxidativo em utero e ovarios.
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Anexo 1 — Copia da certiddo de aprovacdo do Projeto junto & Comissdo de Etica no Uso
de Animal.

Universidade Comisséio de Etica no Vi
Federal da Uso de Animais

Reftorla

Paraiba

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Investigacdo dos efeitos preventivos da suplementacdo alimentar com Spirulina platensis e
do seu mecanismo de acéo nas alteragdes de acoplamento eletromecanico induzidas pela dismenorreia primaria em (tero de ratas
Wistar", protocolada sob o CEUA n? 2240150621 (o 001533}, sob a responsabilidade de Bagndlia Aradjo Costa e equipe; Bagndlia
Araujo Costa; Francisco Fernandes Lacerda Junior - gue envolve a producdo, manutencdo efou utilizacdo de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos
da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacéo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB) na reunido de 10/12/2021.

We certify that the proposal "Investigation of preventive effects of dietary supplementation with Spirulina platensis and its
mechanism of action on electromechanical coupling changes induced by primary dysmenorrhea in Wistar rat uterus”, utilizing 160
Heterogenics rats (160 females), protocol number CEUA 2240150621 (o oo1533), under the responsibility of Bagnélia Aradjo Costa
and team; Bagndlia Araujo Costa; Francisco Fernandes Lacerda Junior - which involves the production, maintenance and/or use of
animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or
teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by
the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of
the Federal University of Paraiba (CEUA/UFPB) in the meeting of 12/10/2021.

Finalidade da Proposta: Pesguisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 03/2022 a 10/2022 Area: Ciéncias Farmacéuticas
Origem:  Unidade de Produgao Animal IPeFarM

Espécie:  Ratos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 2 a3 meses N: 160
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 150a250g

Local do experimento: O citado projeto sera realizado no Laboratério de Farmacologia Funcional (LFF) e na Unidade de Produgao
Animal, localizados no Instituto de Pesguisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) onde funciona o Programa de Pés-Graduagao
em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, do Centro de Ciéncias da Salde (CCS/UFPB), todos da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB), sob responsabilidade da orientadora.

Jodo Pessoa, 21 de janeiro de 2022

I I # { el Al
a0ty D s o (s, O o
W o Al O /o
|
Profa. Dra. Adriana Maria Fernandes de Oliveira Golzio Prof. Dr. lvia Carmem Talieri
Coordenadora da Comissao de Etica na Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba

Cidade Universitiria, sjin - Castelo Branco Il Prédio da Reitoria - Gabinete da Vice-reitoria - CEF 58051-085 - Jodo Pessoa/PB - tel: 55 (83) 3216-7155
Hordrio de atendimento: 22 a 62 das 14 as 17h : e-mail: ceua@ufpb.br
CEUA N 2240150621
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Anexo 2 — Copia da certiddo de aprovacdo do Projeto junto & Comiss&o de Etica no Uso
de Animal.

Universidade Comissdo de Etica no Vi
Federal da Uso de Animais |/

Reitorta

Paraiba

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacdo das alteragdes de reatividade uterina induzidas pela dismenorreia em Gtero de
ratas Wistar", protocolada sob o CEUA n? 1886010520 (o oo10s6), sob a responsabilidade de Bagndlia Aradjo Costa e equipe;
Bagndlia Araujo Costa - que envolve a produgdo, manutencao e/ou utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de
outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacéo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
da Paraiba (CEUAJUFPB) na reunido de 15/05/2020.

We certify that the proposal "Evaluation of changes in uterine reactivity induced by dysmenorrhea in the uterus of Wistar rats",
utilizing 100 Heterogenics rats (100 females), protocol number CEUA 1886010520 (o so10e6), under the responsibility of Bagndlia
Araujo Costa and team; Bagndlia Araujo Costa - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to
the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance
with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University
of Paraiba (CEUA/UFPB) in the meeting of 05/15/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 08/2020 a 07/2021 Area: Ciéncias Farmacéuticas

Origem: Unidade de Produgao Animal IPeFarM

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 2 a 3 meses N: 100
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 150a 2509

Local do experimento: O citado projeto sera realizado no Laboratério de Farmacologia Funcional (LFF) e na Unidade de Producdo
Animal, localizados no Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) onde funciona o Programa de Pés-Graduacao
em Produtos Naturais e Sintéticos Bioatives, do Centro de Ciéncias da Salde (CCS/UFPB), todos da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB), sob responsabilidade da orientadora.

Jodo Pessoa, 21 de janeiro de 2022

|L’HU. Y] rﬂi‘m 'lu T'ﬁ.’l‘-.dfl d.lu |3‘,[1I"L'[I'Ll(h II: :ujlﬁ

AT G
|
Profa. Dra. Adriana Maria Fernandes de Oliveira Golzio Prof. Dr. Ivia Carmem Talieri
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba

Cidade Universitdria, s/n - Castelo Branco Il Prédio da Reitoria - Gabinete da Vice-reitoria - CEP 58051-085 - Jodo Pessoa/PB - tel: 55 (83) 3216-T155
Hordrio de atendimento: 28 a 62 das 14 &s 17h : e-mail: ceva@ufpb.br
CEUA N 18BE010520
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Anexo 3 — Certificado de analise da Spirulina platensis.
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Insumo: Espirulina 60% Data de Analise: 27-10-2017
Lote Interno: 17J11-B004-025041 Lote Fabricante: SP17132
| Data de Fabricagao: | 19-06-2017 Data de Validade: 18-08-2020
Origem: China Procedéncia: Hong Kong
Condigoes de : Ordem de
 Armazenamento: Temperatura Ambiente | Fracionamento: 025041 -
oce: - | bCl: - g
CAS: - | Peso Molecular: -

Formuia Molecular:

Observagdes: | Parte Utllizada: | Todaaplanta | Nome Clentifico: | Spirulina platensis
 Testes Especificagoes Resultados " Unidade | Referéncias
Descnigéo * Po tino verde, com leve odor de algas Conforme Fabricante
Sabor Leve de algas Conforme Fabricante
Perdapor <= B,0% ( 2g/ 105°C/ Peso constante) 4,44 % Fabricante
Dessecagac
Proteina >= 60 65,3 %o Fabricante
—
| Cinzas totais * ‘ <= 8.0 6,83 % Fabricante
3 1
Total Carotenoides * L” 0,3 0.30 g/100g Fabricante
Arsénio * | <= 1.0 0,081 ppm Fabricante
{
]
| Chumbo * l «=20 Nao detectado ppm Fabricante
—_——t ‘
Cadmio * l:a 0,1 0,012 ppm Fabricante
Mercurio <= 0,1 Conforme ppm Fabricante
Granulometnia | 100 passa malha 80 Conforme % Fabricante |
| .
| Densidade Aparente * | + ou - 0.5 0,47 g/mL Fabricante !
—_— — 1
Tastes | |
| Microbiologicos | |
— E
| Contagemtotalde | __ 449000 <1000 UFCig Fabricante
bactérias *
e
Fungos e Leveduras | __ 509 <10 UFClg Fabricante
" Salmonella * Negalive Negativo Fabricante |
Echerichia coli * Negativo Negativo Fabricante !
I
[ o
Colitormes <=10 <10 UFC/g Fabricante
-———— — i
‘i Staphylococeus * ‘ Negativo Negativo Fabricante

(Continua)
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(Continuagéao)

[ Insumo: | Espirulina 0% Data de Andlise: 27-10-2017
Lote Interno: | 17J11-B004-025041 Lote Fabricante: SP17132
Data de Fabricagdo: | 19-06-2017 Data de Validade: 18-06-2020
Origem: [ China Procedéncia: Hong Kong
Condigdes de . Ordem de
[ Armazgenamento: Temperatura Ambiente Fracionamento: 025041
| DCB: [- DCl:
| cAs: - Peso Molecular:
| Férmula Molecular: | - -
W‘.)bservagoes | Parte Utilizada: [ Toda a planta [ Nome Cientifico: | Spirulina platensis |
* Resultados obtidos em andlises realizadas no Laboratério de Controle de Qualidade SM EMPREENDIMENTOS FARMACEUTICOS LTDA. E os demais

foram transcritos conforme certificado de analise do fabricante.

Concluséo:
Aprovado
Reprovado

S

Y

Responsdvel Técnico
Jo&o Paulo Sartin Mendes
CRF-GO: NO 7355

X)
0

Curens £

Responsavel Técnico

-3
59‘5)-..,—'
>
Responsdvel Técnico Substituto
Olivia Neiva Mesquita Mendes

CRF-GO: NO 5227 CRF-SP: 72656

Fim do Documento

Pl o/

Ana Ligia Boer Barbosa

Responséavel Técnico
Eliene Ribeiro de Lima
CRF-GO: N9 11,361
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Anexos
Anexo 4 - Certificado de analise do p6 de Spirulina platensis.
NUMERUD
PREFEITURA MUNICIPAL DE JOAO PESSOA 1002784
SECRETARIA DE RECEITA MUNICIPAL CODIGO DE VERIFICAGAO

NOTA FISCAL DE SERVIGOS ELETRONICA - NFS-8 2T5BRCLC3

OGRADOURO
AV DOM PEDRO Il
COMPLEMENTO
LOJAS/ 101 A 106
[MuNiciPIO

[Joﬁc Pessoa

NOME / NOME EMPRESARIAL _
[PAULA BENVINDO FERREIRA

LC )

|RUA BANCARIOS JOSE ALEXANDRE DE FARIAS

| comPLEMENTO

[AP 204

[municiPio ol L E

| Joo Pessoa

|cer - y [TELEFONE ¥
58022010 (83) 9121-9028

TEM DA LISTA DE SERVIGOS
4.07 - Servigos farmacéuticos.

| DES( DETALHADA

405884 0001/405894-0 FORMULA 700.00G Outras C/ SPIRULINA 700.00G

1 350
Trib aprox N=R$47,08 E=R$63,00 M=R$0,00
Fonte: IBPT (PB) Versao 17.1.A

OBRA VINCULADA - CONSTRUCAQ CIVIL

Jodo Pessoa : 1ES BRASIL

VALOR DOS SERVIGOS DESCONTO INCONDICIONADO TO CONDIC 3%

RS 350,00 R$0,00 RS 0,00 RS 0,00

PIS COFINS : Res R RSN T,

RS 0,00 RS 0,00 R$ 0,00 R$ 0,00 R$ 0,00

OUTRAS RETENGOES __ |BasE pE cALcuLo AllaUoTAl LSS Y (DG N
RS 0,00 R$ 35000 - 500% RS 17,50 R$350,00 -

175



