Universidade Federal da Paraiba
Centro de Ciéncias da Saude
Programa de Pds-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos

Matheus Kelvin do Nascimento Melchiades

Mecanismo de acéo preventivo da Spirulina platensis na hipercontratilidade
induzida por ocitocina em Utero de ratas Wistar com dismenorreia primaria

Jodo Pessoa-PB

2024



Matheus Kelvin do Nasc

Mecanismo de acéo preventivo da Spirul

imento Melchiades

ina platensis na hipercontratilidade

induzida por ocitocina em utero de ratas Wistar com dismenorreia primaria

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Po6s-graduacdo em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos, do Centro de Ciéncias
da Saude, da Universidade Federal da
Paraiba, como parte dos requisitos para
obtencao do titulo de mestre em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos. Area de
concentra¢do: Farmacologia.

Orientador: Prof. Dr. Luiz Henrique César Vasconcelos

Coorientadora: Profa. Dra. Bagndlia Araujo Costa

Jodao Pessoa-PB

2024



Matheus Kelvin do Nascimento Melchiades

Catalogacao na publicacao
Secao de Catalogacao e Classificacao

M518m Melchiades, Matheus Kelvin do Nascimento.

Mecanismo de acéo preventivo da Spirulina platensis
na hipercontratilidade induzida por ocitocina em utero
de ratas Wistar com dismenorreia primaria / Matheus
Kelvin do Nascimento Melchiades. - Joaoc Pessca, 2024 .

1o £ @ i1

Orientacéo: Luiz Henrique César Vasconcelos.
Coorientacéo: Bagnolia Araidjo Costa.
Dissertacdo (Mestrado) - UFFB/CCS.

1. Dismenorreia primaria - Arthrospira platensis. 2.
Colicas uterinas. 3. Estresse oxidativo. 4. Spirulina
platensis - Reatividade contratil. 5. Processo
inflamatério - Dor pélvica cronica. 1. Vasconcelos,
Luiz Henrique César. II. Costa, Bagndlia Aradjo. III.
Titulo.

UFPBE/BC CDU 618.175(043)

Elaborado por Walqueline da Silva Araidjo - CRB-15/514




Matheus Kelvin do Nascimento Melchiades

Mecanismo de acdo preventivo da Spirulina platensis na hipercontratilidade

induzida por ocitocina em Utero de ratas Wistar com dismenorreia primaria

Aprovada em 26/09/2024

BANCA EXAMINADORA

Documento assinado digitalmente

b BAGNOLIA ARAUJO COSTA
g L Data: 20/02/2025 14:02:06-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Profa. Dra. Bagnolia Aradjo Costa
(Universidade Federal da Paraiba)

Supervisora

Documento assinado digitalmente

b MARIA DA CONCEICAO CORREIA SILVA
g ol Data: 19/01/2025 10:43:50-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Dra. Maria da Conceicao Correia Silva
(Universidade Federal de Pernambuco)
Examinadora Externa

Documento assinado digitalmente

b CICERO FRANCISCO BEZERRA FELIPE
g il Data: 28/01/2025 07:36:44-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. Cicero Francisco Bezerra Felipe
(Universidade Federal da Paraiba)

Examinador Interno



Dedicatorias



Aos meus pais,

Aurileide Goncalves do Nascimento e
Ivanildo Melchiades Bento, por todo cuidado,
zelo e amor comigo. Em todos os momentos
foram a minha fortaleza, fazendo iniameros
esforgos para que eu pudesse realizar meus
sonhos e chegasse até aqui, sem o incentivo
de vocés eu jamais teria conseguido, muito
obrigado. Eu amo vocés.

Aos meus irmaos,

Amalia Beatriz do Nascimento Melchiades e
Jo&o Lucas do Nascimento Melchiades, por
sempre se fazerem presentes em minha vida,
me apoiando e vibrando por todas
conquistas. A vocés minha eterna gratidao,
respeito e amor.

Ao meu companheiro,

Joelson Barbosa da Silva, por ter me apoiado
durante todo esse tempo, me escutando com
paciéncia e me dando forcas para eu seguir
em frente. Amo vocé.

A toda minha familia, por toda ajuda e torcida

para que eu chegasse até aqui.

Foi por vocés.



Agradecimentos



bY

Primeiramente, quero agradecer a Deus, sem seu amparo, protecao e
misericordia eu ndo teria chegado até aqui, agradeco por todas as vezes que eu me
encontrava sem forcas e era nos bracos dEle que eu conseguia me recuperar.
Gratidao a espiritualidade que me guia, que me orienta e me ajuda a discernir qual
caminho seguir, sem meus guias espirituais eu nao chegaria até aqui.

Ao meu orientador Prof. Dr. Luiz Henrique Cesar Vasconcelos, por todo
ensinamento construido durante esse tempo, por seu compromisso e dedicacéo, que
foram essenciais na construcao deste trabalho, obrigado pela sua disponibilidade em
tirar minhas davidas. Vocé é um exemplo de profissinal, sua confianga e incentivo
constante foram fundamentais para a minha evolu¢cdo como profissional.

A minha coorientadora Profa. Dra. Bagnolia Araujo Costa, por ter me aceitado
no Laboratéria de Farmacologia Funcional Prof. George Thomas (LFF), por todas as
adverténcias e ensinamentos, que muitos deles eram além da sala de aula, me
fazendo enxergar minhas prioridades de vida. Seu cuidado com os detalhes, o
compromisso com a exceléncia cientifica e a prontiddo para ensinar em todos o0s
momentos foram essenciais. Muito obrigado pelo constante apoio e por acreditar em
mim desde o inicio.

A Profa. Dra. Fabiana de Andrade Cavalcante, por sua responsabilidade
dentro do laboratério e sua disponibilidade para ajudar em qualquer momento que
fosse preciso, muito obrigado pelos conselhos que serviram para meu crescimento
pessoal e profissional.

Aos membros titulares da Banca Examinadora professores doutores Maria da
Conceicao Correia Silva da Universidade Federal de Pernambuco e Cicero Francisco
Bezerra Felipe (UFPB), agradeco pela disponibilidade em participar da banca, assim
como aos suplentes os professores doutores Rafael de Almeida Travassos e Adriano
Francisco Alves, ambos da UFPB, obrigado por aceitarem fazer parte desse
importante momento da minha formacao.

Aos mestrandos Maxsyara Felismino da Silva Soares e Jodo Marcos Araujo
da Silva, por todas as vezes que me apoiaram e me incetivaram a continuar, por todas
as conversas cientificas e ndo cientificas, pela amizade construida durante o
mestrado. Vocés conseguiam deixar tudo mais leve e engracado, tenho uma grande
admiracao por vocés e foi um prazer dividir a bancada durante esse tempo.

Aos doutorandos Ray Ravilly Alves Arruda e Barbara Cavalcanti Barros, por

todas as correcfes nos slides, animacOes e escrita, pela dedicacdo que vocés



possuem em fazer ciéncia, através da calma e precisdo que vocés costumavam lidar
com tudo da pos-graduacdo, eu conseguia sentir confianca e a certeza de que tudo
iria dar certo, obrigado por todo incentivo.

Aos alunos de iniciacdo cientifica Thais Rosa de Sousa, José Edvaldo
Cavalcanti de Sousa Filho e Michel Benicio de Melo, por toda a ajuda prestada antes
e durante os experimentos, sem 0 apoio de vocés eu nao teria conseguido, obrigado
por todas as conversas e momentos de descontracdes, dividir a bancada com vocés
deixava tudo mais leve e tranquilo.

A todos que fizeram ou fazem parte do LFF, entre eles: Alexya Cavalcanti,
Alissa Maria de Oliveira Martins, Anderson Fellyp Avelino Diniz, Brena Freire de
Oliveira Claudino, Bruno Fernandes, Daiany Maria Claudino, Gabriel Nunes, Indyra
Alencar Duarte Figueiredo, Isabela Motta, Jayne Muniz, Karen Cordeiro, Lucas
Noébrega, Ludmila Gomes, Luisa Baracho, Mateus Vieira, Samyra Oliveira, pela boa
convivéncia, ajuda e companheirismo durante esse tempo.

A todos gque integram a familia da Escola Politécnica de Saude Cristo Rei,
especialmente nas pessoas de lluska e Marx Alves, que além de chefes, se tornaram
amigos, muito obrigado pela flexibilidade nos horérios e por todas as vezes que vocés
me apoiaram, torcendo por mim.

A Microlins, na pessoa de Mayra Rodrigues, que ha mais de cinco anos
acreditou em mim e no meu potencial como profissional, muito obrigado pela
valorizag&o e reconhecimento prestado durante esses anos.

A todos que fazem parte da Instituicdo Espirita Seara do Bem, minha segunda
casa, onde desde o0 momento que eu decidi me inscrever para a prova de selecéo do
mestrado, me apoiaram e, mesmo que durante alguns momentos eu precisasse me
ausentar das atividades, ao retornar sempre era bem acolhido. Muito obrigado por
toda torcida, e por ndo desistirem de mim.

Ao meu companheiro de jornada, Joelson Barbosa da Silva, pessoa que escolhi
para passar os meus melhores e piores momentos, néo foi facil trilhar esse caminho
até aqui, mas vocé sempre esteve presente, com sua gentileza, fazendo eu enxergar
0 que h& de melhor em mim, mostrando que sou capaz de alcancar tudo aquilo que
um dia eu sonhei, muito obrigado por estar ao meu lado e nunca ter soltado a minha
mao, sou muito grato e feliz por te ter comigo.

A minha méae, Aurileide Gongalves do Nascimento, por sempre ter feito o

possivel e impossivel para que tudo desse certo, ndo tenho palavras para descrever



0 quanto sou grato por tanto cuidado, muito obrigado por todas as vezes que encontrei
forcas para continuar no seu exemplo, sempre lhe tive como modelo e, assim, eu pude
concretizar mais esse sonho, muito obrigado.

Ao meu pai, lvanildo Melchiades Bento, por ter acreditado que eu era capaz de
alcancar os meus sonhos, antes de eu perceber isso, muito obrigado por toda forca e
apoio que eu tive durante esses anos, a realizacdo desse sonho nao teria sido possivel
sem a sua ajuda e incentivo.

Aos meus irmdos Amalia Beatriz do Nascimento Melchiades e Jo&o Lucas do
Nascimento Melchiades, por em meio a inUmeros compromissos VOCés se
prontificavam para me ajudar em algum seminario, por deixarem cada viagem entre
Itabaiana e Jodo Pessoa mais leve, seja com brincadeiras ou conversas paralelas,
muito obrigado por todo apoio.

A minha avé Aurea Gongalves do Nascimento, por desde quando eu era crianca
ser uma das minha maiores incetivadoras para fazer um curso superior, quando
juntamente do meu avd, criou uma poupanca “‘para a minha faculdade”, muito
obrigado por acreditarem no meu potencial.

As minhas tias e tios, em especial & Aurilene Gongalves do Nascimento, Aurilete
Vitéria Gongalves do Nascimento, Ana Claudia Bento Melchiades e Rosélia Bento
Melchiades, por sempre torcerem por mim e de todas as formas buscarem se fazer
presente durante esse periodo.

A toda minha familia e amigos que de alguma forma contribuiram e torceram
para que eu chegasse até aqui, muito obrigado.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Ensino Superior (Capes)
pelo suporte técnico-cientifico através do Portal Periddico.

A Universidade Federal da Paraiba, instituicio responséavel pela minha formacéo
no mestrado.

Ao Centro de Ciéncias da Saude (CCS), ao Instituto de Pesquisa em Farmacos
e Medicamentos (IPeFarM) e ao Programa de Pos-graduagcdo em Produtos Naturais
e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB), pelo apoio fisico e institucional.

A Coordenadora do PPgPNSB, Profa. Dra. Fabiana de Andrade Cavalcante, e
ao vice coordenador, Prof. Dr. Josean Fechine Tavares, pelo trabalho em busca de
crescimento e melhorias para o programa.

A Caroline Mangueira e Nilmar Nincia Neves de Medeiros, secretarias do
PPgPNSB, por toda dedicagéo e paciéncia em nos atender.



A Dra. Roberta Parentoni pelo trabalho em conduzir a Unidade de Produgdo
Animal (UPA).

Ao Sr. Luis C. Silva e Adriano S. Cordeiro pelo auxilio técnico ao laboratorio e
ao Biotério Prof. Thomas George, possibilitando a realizagdo dos nossos
experimentos.

A Ménica R. da Silva, pelo seu trabalho na limpeza e apoio necessario.
A todos que, de maneira direta ou indireta, contribuiram para a realizacdo desse

sonho, muito obrigado,

Matheus Kelvin do Nascimento Melchiades



Resumo



RESUMO

A dismenorreia primaria (DisP) é responsavel pela dor pélvica crénica que afeta
mulheres, podendo estar relacionada a fatores genéticos, sociais e comportamentais.
O tratamento medicamentoso dessa condi¢do inclui o uso de anti-inflamatérios ndo
esteroidais e antiespasmadicos; porém, um numero significativo de mulheres néo
obtém resposta satisfatéria com essas terapias. Em estudos anteriores foi observado
gue a DisP aumentou a eficacia contratil da ocitocina e a suplementacao com Spirulina
platensis (SP) na dose 100 mg/kg preveniu esse aumento em Utero de ratas Wistar.
Dessa forma, decidiu-se investigar o mecanismo de acao pelo qual a SP preveniu as
alteracdes de reatividade contratil farmacomecéanica induzidas pela DisP em utero de
rata. Os dados foram expressos como média e erro padrdo da média, com nivel de
significancia quando p < 0,05. Os procedimentos experimentais foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFPB - CEUA/UFPB (certiddo
4080310124). Ratas Wistar virgens foram separadas nos grupos: 1) controle (GC); 2)
Ratas com DisP (DisP), 3) Ratas com DisP e suplementadas com SP 100 mg/kg (DisP
+ SP) e 4) Ratas com DisP que receberam a droga padréo escopolamina + dipirona
(DisP + DP). Os animais receberam, 24 horas antes da eutanasia, o dietilestilbestrol
(1 mg/kg, s.c.) para inducdo do estro. ApOs a eutanasia, o Utero foi isolado, limpo e
suspenso em cubas de banho para 6rgdos em condicdes experimentais apropriadas.
As contragbes isométricas induzidas pela ocitocina eram monitoradas por meio de
transdutores de forca isométricos. Inicialmente, foram realizadas curvas
concentracdes resposta cumulativa a ocitocina para os demais grupos, os resultados
mostraram que o0s animais do grupo DisP apresentaram uma maior reatividade
contrdtil, enquanto que os animais que receberam a suplementagdo com SP
apresentaram uma prevencdo desta hipercontratilidade uterina. Assim, foram
avaliados a participacao das vias da ciclo-oxigenase (COX), do estresse oxidativo e
do oxido nitrico (NO). Com base nos resultados obtidos, observou-se que a DisP
aumentou a eficicia contrétil uterina devido ao aumento da atividade dos prostanoides
contrateis, diminuicdo da atividade da superoxido dismutase e aumento da atuacao
da enzima NADPH oxidase, além de favorecer a reagdo do NO com o anion
superoxido formando peroxinitrito. Ademais, esses efeitos sdo prevenidos pela
suplementacdo com SP, por meio da inibicdo da via das COX, diminuicdo na
expressao das espécies reativas de oxigénio (ROS), modulacao negativa da NADPH
oxidase e modulacdo negativa da sintase de éxido nitrico. Esses dados evidenciam
gue no utero de ratas ha alteracdes na contratilidade uterina provenientes da DisP
prevenidas pela suplementacdo com SP, cujo mecanismo se d& pela diminuicdo dos
prostanoides contrateis, diminuicdo do estresse oxidativo e diminui¢do da sintese do
peroxinitrito. Sendo assim, caso esses resultados sejam reproduzidos em mulheres,
a S. platensis poderia ser utilizada como suplemento alimentar na prevencéo de danos
oxidativos e das desregulacdes contrateis uterinas em mulheres com DisP.

Palavras-chave: 1. Arthrospira platensis; 2. Célicas uterinas; 3. Reatividade contratil;
4. Processo inflamatério; 5. Estresse oxidative; 6. Oxido nitrico.
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Preventive mechanism of action of Spirulina platensis on oxytocin-induced hypercontractility
in the uterus of Wistar rats with primary dysmenorrhea

MELCHIADES, M. K. N.

PPgPNSB, Dissertacdo de Mestrado, CCS, UFPB (2024).

ABSTRACT

Primary dysmenorrhea (DysP) is responsible for chronic pelvic pain that affects women
and may be related to genetic, social and behavioral factors. The pharmacological
treatment of this condition includes the use of non-steroidal anti-inflammatory drugs
and antispasmodics; however, a significant number of women do not obtain a
satisfactory response to these therapies. In previous studies, it was observed that DisP
increased the contractile efficacy of oxytocin and supplementation with Spirulina
platensis (SP) at a dose of 100 mg/kg prevented this increase in the uterus of Wistar
rats. Therefore, it was decided to investigate the mechanism of action by which SP
prevented the alterations in pharmacomechanical contractile reactivity induced by
DisP in the uterus of rats. Data were expressed as mean and standard error of the
mean, with significance level set at p < 0.05. The experimental procedures were
approved by the Ethics Committee for Animal Use of UFPB - CEUA/UFPB (certificate
4080310124). Virgin Wistar rats were separated into the following groups: 1) control
(GC); 2) rats with DysP (DisP), 3) rats with DysP and supplemented with SP 100 mg/kg
(DisP + SP); and 4) rats with DysP that received the standard drug scopolamine +
dipyrone (DisP + DP). The animals received, 24 hours before euthanasia,
diethylstilbestrol (1 mg/kg, s.c.) for estrus induction. After euthanasia, the uterus was
isolated, cleaned and suspended in organ baths under appropriate experimental
conditions. Isometric contractions induced by oxytocin were monitored by isometric
force transducers. Initially, cumulative concentration response curves to oxytocin were
performed for the other groups. The results showed that animals in the DisP group
presented greater contractile reactivity, while animals that received SP
supplementation presented prevention of this uterine hypercontractility. Thus, the
participation of the cyclooxygenase (COX), oxidative stress and nitric oxide (NO)
pathways were evaluated. Based on the results obtained, it was observed that DisP
increased uterine contractile efficacy due to increased activity of contractile
prostanoids, decreased activity of superoxide dismutase and increased activity of the
enzyme NADPH oxidase, in addition to favoring the reaction of NO with the superoxide
anion forming peroxynitrite. Furthermore, these effects are prevented by SP
supplementation, through inhibition of the COX pathway, decreased expression of
reactive oxygen species (ROS), negative modulation of NADPH oxidase and negative
modulation of nitric oxide synthase. These data show that in the uterus of rats there
are changes in uterine contractility caused by DysP that are prevented by
supplementation with SP, the mechanism of which is the decrease in contractile
prostanoids, decrease in oxidative stress and decrease in peroxynitrite synthesis.
Therefore, if these results are reproduced in women, S. platensis could be used as a
dietary supplement to prevent oxidative damage and uterine contractile dysregulation
in women with DysP.

Keywords: 1. Arthrospira platensis; 2. Uterine cramps; 3. Contractile reactivity; 4.
Inflammatory process; 5. Oxidative stress; 6. Nitric oxide.
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PKG Proteina cinase dependente de cGMP
PLA2 Fosfolipase A2
PLCB: Fosfolipase C B
PMCA ATPase de Ca?* da membrana plasmatica
RhoA Proteina G monomérica da familia Rho do tipo A
ROCK Proteina cinase associada a Rho
SERCA ATPase de Ca?* do reticulo endo-sarcoplasmatico
sGC Ciclase de guanilil soluvel
SOD Superoxido dismutase
SP Spirulina platensis
TXA2 Tromboxano Az

Obs.: as abreviaturas e os simbolos utilizados neste trabalho e que ndo constam nesta
relacdo, encontram-se descritas no texto ou s&do convencdes adotadas

universalmente.



SUMARIO

R LY (o To [ U o= o HN TP SUPPPPPPPPPN 24
2 FUNdamentagao tEOFICA. . ......uuuuuuriiiiiie et e e e 27
2.1 Anatomia do Utero hUMAaNO0..........ciiiiiie e e e 27
2.2 Anatomia do Utero de rOEUOIES.......coeeeeeeeeeeeeeeeiiiea e e e e e e e e 27
2.3 FiSIOlOgia ULEIINQA........cevuiie et e e e e e aeene 29
2.3.1 Fisiologia da contrag&o ULEriNa ...........cccevrrmmmmirriiiinaeee e eeeeeeeeeniinnens 29
2.3.2 CiClo MENSLIUAL.......coeuiii i e 31
2.4 DIiSMENOITEIA PrIMANIA. ... .ueueeieeieiieieiieiieeiae e e e e e e e e e e e e e e e e e 32
2.4.1 ASPECIOS QEIAIS. ...ceeeiviieeeeeeiii e e e et e e e e e e e e e e e aaaaa 32
2.4.2 Fisiopatologia da DISP. ............uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 34
2.4.2.1 Aumento na expressao de receptores para ocitocina e PGFoq........... 34
2.4.2.2 Mecanismo inflamatorio Nna DiSP.................uviiiiiiiiiie e 35
2.4.2.3 ESIreSSe OXIAAtIVO ......eiieeiiiie e 39
2.4.2.4 Aumento da sintese de 0xido nitrico e peroxinitrito ........................ 42
2.5 Tratamento da DiSP..........cccouuiiiiiiiiiii e 44
2.6 ProdutOS NALUIAIS. .........ccevuuiuuuiiiiiiee e e e e eeeeeeeieiiis e e e e e e e e eeeeeaseennne 45
2.6.1 Spirulina PIAtENSIS. .......cevviiiiiiiiiie e 45
2.6.2 Spirulina platensis € mMUSCUIO liSO .........ccccvviiiiiiiieiiiiii e 45
3 OBJBLIVOS ettt 52
0 N 1= - | S UUUPPRIUPPRTRRR 52
3.2 ESPECITICOS ...eeeeeieieieie ettt 52
4 Material @ MELOUOS .oovvvviiiiiiii e 54
AL, MAEETIAL. ... 54
O R e (0T [V (0 (=2 (U 54
412 ANIMAIS ...t 54

4.1.3 Grupos eXPeriMENTAUS ........cceeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiee e 54



4.1.4 Protocolo de inducdo da dismenorreia primaria ....................eeenee.. 55

4.1.5 Preparo e administracdo da Spirulina platensis...............cccevvvvunnn.. 56
4.1.6 SUDSIANCIAS € rEAGENTES.....ccciiiieiie e eeeee e e e e e e 57
4.1.7 SOIUCOES NULMLIVAS .....cceeeiieeeeeeeeiiie e e e e e e e e 57
4.1.8 APArelNOS .....ccoiiiiiii 57
4.2 MELOUOS. ....ceiieiiieieeee ettt e e e e e e e 58
4.2.1 Preparagao do Utero isolado de ratas............eeeeeeeieieiieiiieeeeeeeeeeeeeeeens 58

4.2.2 Efeito da suplementacdo com SP sobre a reatividade contratil

farmacomecanica induzida por ocitocina nas alteracées em Utero

de ratas induzidas pela dismenorreia primaria...........ccccceeeeeeeeevnnnnn.n. 58
4.2.3 Investigacao da participacdo da via dos prostanoides....................... 59
4.2.4 Investigacao da participacao da superoxido dismutase (SOD)............ 59
4.2.5 Investigacao da participacdo da enzima NADPH oxidase................... 59
4.2.6 Investigacado da participacdo da via do 6xido nitrico (NO).................... 60
4.3 ANAlISE ESTALISHICA. .. ...eieeeeeeeeee i 60
5 RESUITAUOS ...coeiiiiieie et e e 62

5.1 Efeito da suplementacgao alimentar com Spirulina platensis sobre as curvas
concentragfes-resposta cumulativas a ocitocina em utero isolado de ratas.62
5.2 Efeito da dismenorreia primaria e/ou da suplementacao alimentar com
Spirulina platensis sobre as curvas concentracfes-resposta cumulativas a
ocitocina na auséncia e na presenca da indometacina em utero isolado de

5 1= L F TSP 66
5.3 Efeito da dismenorreia primaria e/ou da suplementacao alimentar com
Spirulina platensis sobre as curvas concentragdes-resposta cumulativas a
ocitocina na auséncia e na presenca do tempol em utero isolado de ratas. 69
5.4 Efeito da dismenorreia primaria e/ou da suplementacao alimentar com
Spirulina platensis sobre as curvas concentragdes-resposta cumulativas a

ocitocina na auséncia e na presenca de apocinina em utero isolado de rata.72

5.5 Efeito da dismenorreia priméaria e/ou da suplementacédo alimentar com



Spirulina platensis sobre as curvas concentracdes-resposta cumulativas a

ocitocina na auséncia e na presenca de L-NAME em Utero isolado de rata..75

B IS CUS S A . i et 79
T CONCIUSOOBS .o e 87
R  OI BN G AS ... et e e e e 89



1 Introducao



Melchiades, 2024 Introducéo | 24

A dismenorreia primaria (DisP), conhecida popularmente como cdlica
menstrual, atinge entre 50 a 70% das mulheres com menos de trinta anos, ela é
caracterizada por dores que surgem durante o periodo menstrual e séo localizadas
na regido inferior do abdémen ou na parte inferior das costas. Em muitos casos, essas
dores vém acompanhadas de outros sintomas, como dor de cabega, inchaco
abdominal e sensibilidade nos seios, podendo persistir ao longo de todo o periodo
menstrual (Santos et al., 2023). Entretanto, complicagbes menstruais como
menorragia e dismenorreia ndo recebem a devida atencdo mundial e sdo vistas como
uma crise silenciosa nos paises em desenvolvimento (Wijeratne; Fiander, 2018).

Nesse sentido, este disturbio pode ser classificado como primario, quando nao
€ originado por alguma doenca; ou secundario, quando estd associado a doencas
existentes, como endometriose, adenomiose ou miomas, que podem originar as
colicas na regido do ventre (Nagy; Khan, 2022). Aproximadamente metade das
mulheres em idade reprodutiva enfrentam a dismenorreia priméria, e cerca de 10%
resultam em impactos negativos em suas atividades diarias, incluindo dificuldades que
podem levar a auséncias na escola ou no trabalho e custos indiretos relacionados a
perda de produtividade (Silva et al., 2022).

De acordo com o estudo de Rodrigues et al. (2023), as dores causadas pela
DisP podem afetar todo o corpo, sendo relatadas dores abdominais em 90,4%, onde
82,2% ocorrem na regido lombar, 54,7% relataram cefaleia, além de dores nas mamas
(32,9%), abdémen superior (31,5%) e nos membros inferiores (28,8%).

A fisiopatologia da DisP € principalmente atribuida ao aumento na producéo e
liberacdo de prostaglandinas (PGs), como a PGF2q, que levam a uma contracao
excessiva do miométrio, resultando em isquemia e hipdxia no musculo uterino,
causando dor. Sendo assim, normalmente se faz o uso terapéutico dos inibidores das
ciclo-oxigenases (COX) em aliviar a dor (Guimaréaes; Povoa, 2020).

No entanto, € importante notar que esses medicamentos podem ter limitagdes
em termos de eficacia e podem causar efeitos colaterais, incluindo impactos no
aumento da acidez gastrica e/ou sobre a presséo arterial (Lopéz-Liria et al., 2021;
Oladosu; Tu; Hellman, 2018).

Assim, a investigacdo de novas alternativas terapéuticas para o enfrentamento
da DisP se faz essencial para o controle da dor evidenciada por esse publico no
periodo menstrual. Desse modo, destacam-se o0s produtos naturais, que

desempenham um importante papel nos processos de descoberta e desenvolvimento
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dos novos medicamentos (Newman; Cragg, 2020).

Neste contexto, a Spirulina platensis (SP) desperta interesse no campo da
pesquisa devido ao seu notavel valor nutricional, com um alto teor de proteinas,
aproximadamente 70% (Zahra et al., 2018). Em nosso laboratério de pesquisa,
diversos estudos ja evidenciaram o efeito da suplementacédo com a SP em ratos Wistar
em diferentes modelos experimentais de musculo liso, incluindo o ileo (DINIZ, et al.
2024), aorta (Brito et al., 2019), corpo cavernoso (Souza, 2018; Diniz et al., 2020) e
utero (Ferreira, 2019; Barros, 2021).

Além disso, em um estudo realizado por Lacerda-Junior (2022), em ratas com
DisP, a suplementacao por dias intercalados com SP foi eficaz em prevenir o aumento
das contorcbes uterinas, evitando o0 aumento da contratilidade uterina nos
acoplamentos farmacomecéanico e eletromecéanico, além de reduzir o estresse

oxidativo no Utero e nos ovarios.

Nesse contexto, sdo necessarios estudos que mostrem como a DisP causa
alteragOes in vitro e in vivo, bem como entender em detalhes como a SP atua na
prevencao desses efeitos. Diante disso, nesse trabalho, objetivou-se investigar como
suplementacdo alimentar diaria com SP previne essas alteracdes da reatividade
contratil em ratas Wistar.
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2.1 Anatomia do Gtero humano

O Utero é o 6rgédo principal da reproducao, ele possui formato de péra, com
paredes musculares espessas, medindo cerca de 7 cm de comprimento e 4-5 cm de
largura em sua parte mais larga. Funcional e estruturalmente, é dividido em quatro
partes: o fundo do Utero, colo do Utero, o istmo e o corpo principal do Gtero. Além de
apresentar trés camadas diferentes, perimétrio, miométrio e endométrio (Figura 1)
(Symonds; Arulkumaran, 1998).

A camada intermediaria e mais espessa do Utero é conhecida como miométrio,
formada por fibras musculares lisas organizadas em trés camadas: uma interna
circular, uma intermediaria em formato de malha e uma externa longitudinal. E na
camada intermedidria que estdo localizadas as principais artérias uterinas
(Abrahamsohn, 2016; Pawlina, 2021).

O perimétrio é a camada externa do Utero, composta por tecido conjuntivo seroso
e a camada interna € chamada de endométrio, formado por glandulas uterinas e vasos
sanguineos, cuja espessura muda durante o ciclo menstrual devido a variacdes
hormonais (Myers, Elad, 2017).

Figura 1 — Morfologia uterina humana.

Fundo
Corpo
Istmo
Colo do Gtero

Perimétrio
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Fonte: educarsaude.com/utero. Acesso em: 05 de agosto de 2024.
2.2 Anatomia do Utero de roedores

Embora existam grandes diferencas na estrutura do Utero entre humanos e
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roedores, eles compartilham semelhancas nas camadas, inervagéo e funcéo (Maul et
al., 2003; Garfield; Maner, 2007) . Nos humanos, o utero é composto por: corpo, istmo
e colo, com uma unica cavidade cervical que se conecta a uma vagina simples (Figura
1). Por outro lado, nos roedores, o utero é dividido em dois cornos uterinos que se
estendem de uma Unica cérvice para a vagina (Figura 2), essa divisdo dupla nos
roedores permite que eles acomodem mdultiplos embrides (Bittencourt, 2021).

O utero da rata é classificado como duplex (Figura 2), consistindo em dois
cornos uterinos separados, com uma fusdo parcial na parte caudal, formando o corpo,
e duas cérvices. Embora o Utero esteja quase totalmente dentro da cavidade
abdominal, seu colo se estende para a parte peritoneal da cavidade pélvica, sendo
sustentado pelo mesométrio, que se origina da parede dorsolateral da pelve e da

regido lombar (Akinloye; Oke, 2010).

Figura 2 — Morfologia uterina de roedores.
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Fonte: Adaptado de Cueto el al, 2018
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2.3 Fisiologia Uterina

2.3.1 Fisiologia da contracao uterina

O utero tem uma atividade contratil que ocorre de forma natural e pode ser
observada tanto em mulheres gravidas quanto em mulheres que ndo estdo gravidas,
essas contracdes nao precisam de sinais hormonais ou nervosos, se apresentando
de forma ciclica, com periodos de repouso e contratilidade que variam em ritmo, forca
e duracdo (Wray; Arrowsmith, 2012).

A excitacdo da musculatura uterina comecga espontaneamente com a geracao
de potenciais de acdo, o que desencadeia a entrada de ions Ca?* por meio dos canais
de célcio dependente de voltagem do tipo 1 (Cavl) (Figura 3). Esses potenciais de
acao levam a ativacdo do complexo célcio-calmodulina e da cinase da cadeia leve da

miosina (MLCK), resultando em contragdes (Wray; Arrowsmith, 2020).

Figura 3 — Acoplamento elemecanico de contracao uterina.
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(A) Em estado de repouso, o gradiente eletroquimico facilita o efluxo de ions K* atravées de
canais de vazamento, o que faz com que a parte interna da membrana das células musculares
lisas figuem polarizadas negativamente; (B) quando a concentracdo de K* extracelular
aumenta, seu efluxo diminui, resultando em um acumulo de cargas positivas na parte interna
da membrana. Isso desporaliza a célula, ativando os canais de célcio dependentes de
voltagem (Cav), que permite o influxo de Ca?*, resultando na contracgéo.

Fonte: Autor, 2024.

Os Cav sdo cruciais para o influxo de Ca?* no miométrio uterino, eles séo
formados por cinco subunidades (a1, a2, B, & e y), e sao divididos em trés subtipos:
Cavl (subdividido em Cavl.1, Cavl.2, Cavl.3 e Cavl.4), Cav2 (Cav2.1, Cav2.2 e

Cav2.3) e Cav3 (Cav3.1, Cav3.2 e Cav3.3). No miométrio uterino, os canais Cavl.2
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tém uma abertura prolongada e sdo a principal fonte de calcio para a contracdo
uterina, enquanto os canais Cav2 tém uma abertura transitéria (Williams et al., 1992;
Cribbs et al., 1998; Perez-Erez-Reys et al., 1998; Lee et al., 1999; Catteral, 2011,
Arrowsmith; Wray, 2014; Zamponi et al., 2015).

A transmissdo do sinal da membrana plasmatica para a contragdo muscular
ocorre através de dois mecanismos principais: o acoplamento eletromecanico (Figura
3) e o farmacomecanico (Figura 4), ambos aumentando a concentracdo de calcio
intracelular (Paiva; Faria, 2005).

O acoplamento farmacomecanico ocorre quando agonistas, como a ocitona e a
prostaglandina F2a (PGF2q), interagem com receptores acoplados a proteina Gguz,
ativando a fosfolipase CB1 (PLCB1), que hidrolisa o 4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol
(PIP2) em 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IPs libera Ca?* do
reticulo sarcoplasmatico, enquanto o DAG, juntamente com o Ca?*, ativa a proteina
cinase C (PKC), o que aumenta ainda mais a conduntancia ao Ca?* pela membrana.
A elevacdo deste ifon no citosol, aumenta a afinidade do Ca?" pela proteina
citoplasmatica calmodulina (CaM), que se liga & 4 ions calcio formando um complexo
(4Ca?*-CaM), ativando a MLCK, isso faz com que a MLCK fosforile a miosina, o que
faz com que as pontes cruzadas do filamento fino de actina deslize ao longo do
filamento grosso de miosina, gerando uma forca que € transmitida em direcdo ao
centro da célula, desencadeando assim contracdes do musculo liso uterino (Figura 4)
(Bursztyn et al., 2007; Wray; Prendergast, 2019; Wang et al., 2019).
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Figura 4 — Esquema do acoplamento farmacomecanico no Utero desencadeado por ocitocina

ou PGF2q no receptor acoplado a proteina Gy,

CaM
—~25 PT PR
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Contracao

A ocitocina e a PGF24 se ligam a seus receptores, respectivamente OT e FP (1), e com isso
ocorre a atracdo da proteina Ggi11 para a segunda ou terceira alga citosolica do receptor,
fazendo a troca do difosfato de guanina (GDP) por trifosfato de guanina (GTP), em seguida,
por impedimento estérico, a subunidade a-GTP ligada se dissocia do dimero By e ativa a
fosfolipase CB1 (2), que vai catalisar a conversao do 4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol (PIP2)
em 1,4,5-trisfosfato de inositol (IPs) e diacilglicerol (DAG). O IP3 ao se ligar em receptores de
IP; no reticulo sarcoplasmatico vai favorecer a liberacdo de calcio (3). Este ion ajuda na
translocacdo da proteina cinase C (PKC) para a regido perimembranar, esta que é ativada
pelo DAG e fosforila os Cay (4), favorecendo o influxo de célcio (5). Este aumento da [Ca?']c
favorece a formacdo do complexo 4Ca?" + CaM, que € responsavel pela ativacdo da cinase
da cadeia leve da miosina (MLCK) (6). Sendo assim, a MLCK fosforila a cabega da miosina
(7), favorecendo o deslizamento da actina sobre a miosina, ocasionando assim, a contracado
do musculo uterina (8).

Fonte: Autor, 2024.

2.3.2 Ciclo menstrual

O sistema reprodutivo feminino normal se caracteriza por variagdes ciclicas nas
taxas de secrecdo dos horménios femininos, estradiol e progesterona, que causam
alteracOes nos ovarios e em outros 0rgaos sexuais. Em média, estes ciclos duram 28
dias, podendo variar entre 20 e 45 dias em algumas mulheres. Durante cada més do
ciclo, ocorre variag@es ciclicas nos niveis de FSH (hormonio foliculo estimulante) e LH
(horménio luteinizante) (Guyton; Hall, 2006).
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As fases do ciclo menstrual sdo a fase folicular (proliferativa) e a fase lutea
(secretora), sendo separadas pelo periodo da ovulacdo. A fase folicular comeca no
primeiro dia do ciclo menstrual e termina ao final da ovulag&o, durante essa fase,
ocorre um aumento gradual do hormdnio foliculo estimulante (FSH), baixos niveis de
progesterona e um pico de estrogénio préximo ao periodo da ovulacdo. A fase lutea
inicia-se apos a ovulagcdo e vai até o inicio do proximo ciclo menstrual, com um

aumento nas concentracdes de progesterona (Cunha et al., 2021).

Em ratas, o ciclo estral é dividido em quatro fases, com uma duracdo média de
guatro a cinco dias. A primeira fase se chama proestro, onde ocorre oaumento dos
niveis de estrogénio, o que regula positivamente a expressao de receptores para
ocitocina (OTR) nos tecidos sensiveis, como o miométrio e o endométrio. A alta
expressao desses receptores prepara o Utero para as contracdes necessarias durante

a ovulacgéao.

Durante o estro, segunda fase, os niveis de estrogénio continuam altos, e a
expressdo dos OTR também € elevada, essa alta expressao é importante para a
coordenacao das contragdes uterinas e para facilitar a migragdo do esperma no trato
reprodutivo. No metaestro, 0s niveis de progesterona comecam a aumentar, fazendo
uma regulacao negativa da expressao dos OTR, resultando em uma reducéo desses
receptores no utero. O diestro, € marcado por altos niveis de progesterona, que inibem
a expressao de OTR no utero. Isso reduz a sensibilidade do Utero a ocitocina,
mantendo o 6rgdo em um estado relaxado durante a fase luteal. (Marcondes et al.,
2002; VILELA et al., 2007; Carrasco-Garcia et al., 2019).

2.4 Dismenorreia primaria (DisP)

2.4.1 Aspectos gerais

A dismenorreia, palavra de origem grega, € um termo que descreve 0
desconforto causado por dores pélvicas ou abdominais inferiores que ocorrem de
forma ciclica ou recorrente durante o periodo menstrual. E uma queixa ginecoldgica
frequente entre mulheres, caracterizada por dificuldades no fluxo menstrual associado
a dor (Silva et al., 2022).

Podendo ser categorizada como primaria (DisP) ou secundaria, a dismenorreia
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primaria é classificada como natural, acometendo geralmente as mulheres que estao
nos primeiros anos poés-menarca, sem possuir uma doenca que a justifique,
diferentemente da dismenorreia secundaria,sendo esta o resultado de altera¢cdes no
sistema reprodutor feminino, como a endometriose, adenomiose, doencgas
inflamatorias ou malformacdes uterinas (Silva et al., 2022).

A DisP é conhecida popularmente como coélica menstrual, e esta presente em
metade das mulheres em idade fértil. O principal sintoma associado ao disturbio € a
dor pélvica, localizada no baixo ventre ou na lombar, podendo apresentar também
dores na cabeca e nas mamas, edemas abdominais, entre outros, que podem
acompanhar todo o ciclo menstrual (Santos et al., 2023). Na maioria dos casos, as
célicas podem prejudicar atividades diarias, além de causar efeitos emocionais,
mentais e funcionais de grande relevancia para a saude (Nagy; Khan, 2022).

O desenvolvimento da DisP estd associado com os mecanismos de inflamacao
que ocorrem durante o ciclo menstrual. A fosfolipase Az (PLA2) hidrolisa os
fosfolipidios da membrana celular (fosfatidilserina e fosfatidilcolina) em acido
araquiddnico (AA), sendo este o precursor das prostaglandinas (PGs) (Rowe; Corey;
Archer, 2020).

Durante a fase ovulatéria, os niveis adequados de progesterona mantém a
estabilidade dos lisossomos nas células. No entanto, quando a fase litea chega ao
fim e os niveis de progesterona diminuem, os lisossomos sofrem ruptura, liberando
a enzima PLAz, isso resulta em um aumento na liberacdo dos prostanoides,
substancia lipidicas derivadas do AA (prostaglandinas, tromboxanos e
prostaciclinas) (Rowe; Corey; Archer, 2020).

De acordo com Nagy e Khan (2022) o mecanismo capaz de desenvolver a DisP
ainda ndo é bem elucidado, porém, a causa identificada esté relacionada a producao
excessiva de prostaglandinas na camada interna do Utero. A prostaglandina F2q
(PGF2q) e prostaglandina E2 (PGE-2) séo as principais envolvidas na DisP (Rowe; Corey;
Archer, 2020).

O processo de hipdxia e isquemia, que ocorre durante a contracdo uterina,
diminui o fluxo sanguineo para a regido e, com isso acarreta no acumulo de radicais
livres, como as espécies reativas de oxigénio (ROS). De acordo com estudos, nos
casos de DisP ocorre o0 aumento das ROS, ocasionado pela diminuicdo do fluxo
sanguineo no miométrio (Sirmali et al., 2007; Dikensoy et al., 2008).

Portanto, quando h& um desequilibrio nos niveis de oxidacdo no sistema
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reprodutor feminino, isso leva a mudancas causadas pelo aumento das ROS nas
proteinas e no DNA das células. Essas mudancas podem resultar na alteracdo da
funcdo das células ou na ativacdo de cascatas de sinalizacdo que, por sua vez,
provocam danos e inflamacédo no endométrio e miométrio (Guney et al., 2008;
Guney, 2012).

2.4.2 Fisiopatologia da DisP

2.4.2.1 Aumento na expressao de receptores para ocitocina e PGFaq

As vias de sinalizacdo associadas a dor em pacientes com DisP estéo
relacionadas com o aumento de receptores OT, estes que podem ter a sua expressao
estimulada pelo estrogénio (Figura 5), e ocasionar a contracdo do miométrio. Além
disso, a ocitocina pode causar constricdo das artérias uterinas, o que pode resultar
em isquemia e aumento do desconforto doloroso. (Soloff, 1975; Phaneuf et al., 1993;
Mithcell et al., 1998; Chen et al., 2013; Sun et al., 2016).

Em relagdo a progesterona, este hormonio possui um efeito duplo, podendo
exercer um efeito inibitério sobre a contragdo uterina, ocasionando o relaxamento, ou
pode atuar por meio de mecanismos de autoregulacdo, diminuindo seus proprios
efeitos sobre os receptores do tipo B (Wray; Arrowsmith, 2021).

A ocitocina pode estimular as células do endométrio a produzir
prostaglandinas, como a PGFz2q, que também tém efeito uterotbnico e ajudam a
aumentar a producao de receptores de ocitocina, sugerindo assim, a existéncia de um
mecanismo de feedback positivo entre o0s receptores de ocitocina e as
prostaglandinas. A ocitocina é também empregada para induzir contracdes em
modelos in vitro, fundamentais para a triagem de medicamentos para o tratamento da
dismenorreia (Mitchell et al., 1998; Hua et al., 2008).
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Figura 5 - Mecanismos de aumento da expressédo das proteinas pro-contracdo através do
estrogénio.
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O estradiol € um horménio lipossollvel e atravessa a membrana celular livremente e se liga
ao seu receptor ERa, e assim é translocado para o nucleo celular, alterando a expressao
génica e aumentando a expressao de receptores para ocitocina (OT), PGF.q (FP), canais de
célcio dependente de voltagem (Ca,), conexinas (Cx43), Rho cinase (ROCK) e a cinase da
cadeia leve da miosina (MLCK), o aumento dessas proteinas, permite o aumento do calcio
citosdlico e consecutivamente a contragdo uterina.

Fonte: Autor, 2024.

2.4.2.2 Mecanismo inflamatério na DisP

Quando a membrana celular € submetida a um estimulo ocorre a ativacao da
fosfolipase A2, este que libera o &cido araquidénico (AA). Apés a liberacdo, o AA é
convertido pela enzima citosélica prostaglandina G/H sintase, também conhecida
como ciclo-oxigenase (COX), gerando os intermediarios prostaglandina G2 (PGG?2) e,
posteriormente, prostaglandina H2 (PGH2). Esta ultima pode ser transformada em
prostaglandina E2 (PGE2) pela acdo da prostaglandina sintase E ou em
prostaglandina F2a (PGF2a) pela acdo da prostaglandina sintase F (Figura 6) (Kumer,
Coelho, 2002).
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Figura 6 — Esquema da via de formacéo das prostaglandinas através das ciclo-oxigenases.
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Quando a membrana celular sofre algum tipo de leséo, ocorre a liberacdo de fosfolipidios de
membranas e a ativacdo da PLA., esta enzima € responsavel por clivar ainda mais os
fosfolipidios da membrana, produzindo assim o AA, que vai servir de substrato para as COX
transformando-o em PGG; e PGH;, estas que podem sofrer acdo da PGEsintase € PGFsintase,
produzindo assim, as prostaglandinas E; e Faa.

Fonte: Autor, 2024.

O AA, encontrado principalmente como parte de fosfolipidios nas membranas
celulares, € liberado pela PLA2, uma enzima chave que controla a producdo de
eicosanoides. Existem duas isoformas de PLA2, uma secretora e outra citoplasmaética,
gue podem ser ativadas por diversos estimulos, como fator de necrose tumoral a
(TNF-a) e fatores de crescimento, como a proteina cinase ativada por mitogénio
(MAPK) (Lemos et al., 2021; Ribeiro, 2020).

Existem dois tipos de COX no organismo: a COX-1 e a COX-2, sendo a primeira
constitutiva e desempenha um papel fisiolégico, sendo responsavel pela sintese de
prostaglandinas que regulam fun¢gdes normais do corpo e a segunda induzida por
mediadores inflamatérios, responsavel por desencadear o processo inflamatério
(Oliveira et al., 2024).

A COX-1 é uma enzima encontrada em quase todos os tecidos, como vasos
sanguineos, plaquetas, estdbmago, intestino e rins, e esta associada a producao de
prostaglandinas com fungfes fisiologicas essenciais, incluindo protecdo gastrica,
agregacdao plaquetéria, manutencdo da homeostase vascular e fluxo sanguineo renal

(Hilario et al., 2006; Willoughby, et al., 2000).
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Em contraste, a COX-2 é uma enzima indutiva que aparece principalmente em
locais de inflamacéo e € expressa por células envolvidas no processo inflamatério,
como macrofagos e monocitos. Embora predominante em locais inflamatorios,
também pode ser encontrada em outros tecidos e 6rgdos, como rins, cérebro, ovario,
cartilagem, ossos, endotélio vascular e utero (Hilario et al., 2006; Willoughby, et al.,
2000).

Em algumas desordens uterinas, como a DisP, observa-se uma elevagdo na
expressdo de prostaglandinas contrateis (TXAz e PGF2q) e relaxantes (PGE-z), isto
promove a producdo das prostaglandinas, as principais que sdo expressas no utero
sdo a PGF2q e a PGE2 (Harel, 2012; Morrow; Naumburg, 2019). A PGE:2 tem uma
atividade dual, podendo levar ao relaxamento do miométrio quando o Utero ndo esta
gravidico e a contracdo do miométrio quando estd gravido, isso ocorre devido as
diferentes isoformas de seus receptores, que variam conforme as fases uterinas. Por
outro lado, a PGF2q promove a contragdo uterina aumentando a concentragéo de ions
Ca?* no citosol uterino (Wray; Arrowsmith, 2012).

As prostaglandinas sdo moléculas sinalizadoras, presentes em praticamente
todos os tecidos dos animais, e desempenham papéis fundamentais em diversas
funcdes fisioldgicas e patoldgicas. Elas sdo produzidas a partir do &cido araquiddnico
por meio da agédo da enzima COX (Cunha, 2024).

Com o aumento da producédo e liberacdo de prostaglandinas no utero, as
contracdes uterinas se intensificam para expulsar o endométrio necrosado, que esta
sendo substituido, essa variacdo constante nos niveis de estrogénio e progesterona
pode causar disturbios no organismo feminino, levando as manifestacdes da sindrome
pré-menstrual (SPM), caracterizada por dores durante a menstruacao (Halbe 2000;
Suzana, 2024).

Sendo assim, a fisiopatologia da DisP € explicada pelo aumento na sintese e
liberacdo de prostaglandinas durante a fase menstrual, ap6s a ovulacdo, ocorre a
regresséao do corpo lateo, o que leva a uma reducdo na concentracao de progesterona,
essa queda resulta em um aumento na producao de prostaglandinas, que, juntamente
com a descamacdo do endométrio durante a menstruacdo, causa uma alta
contratilidade do miométrio, provocando isquemia muscular uterina, hipodxia, e,
consequentemente, dor (Andrews; Coco, 1999,, lacovides; Avidon; Baker, 2015;

Guimaraes; Povoa, 2020; Suzana, 2024).
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Figura 7 — Regulacgéo da producéo de prostaglandinas pela progesterona no utero.
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A progesterona é responsavel por inibir a atividade das metaloproteinases de matriz (MMPS),
na fase final do ciclo menstrual, os niveis deste hormdnio sdo diminuidos, favorecendo a
atividade das MMPs, estas que degradam as proteinas da matriz extracelular, causando
instabilidade na membrana plasmatica e, liberando os fosfolipidios de membrana, como o
fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina, estes que vao servir de substrato para a fosfolipase Az,
que pode ser ativada pelo Ca?* citosélico e MAPK, a PLA; vai clivar ainda mais a membrana
plasmaética, liberando o acido araquiddnico, que é convertido em PGF2, , um dos prostanoides
responsaveis por causar a contragao uterina.

Fonte: Autor, 2024.

Portanto, mulheres com DisP apresentam niveis mais elevados de PGF2q nos
dois primeiros dias da menstruacéo, o que explica a maior intensidade das dores, além
disso, o AA pode servir de substrato para as lipoxigenases, originando os leucotrienos,
gue contribuem para os sintomas sistémicos, como nauseas, vomitos e cefaleias, que
podem acompanhar as dores menstruais. A intensificagcdo das contragbes
endometriais e a vasoconstricdo causam isquemia uterina, falta de oxigénio nos
tecidos e a formacdo de metabdlitos anaerobios, isso provoca uma sensibilidade
acentuada nas fibras nervosas que transmitem a dor, culminando em dor pélvica,
principal sintoma da dismenorreia priméaria (Bernardi et al., 2017; Ryan, 2017

Guimaraes; POvoa, 2020; Itani et al., 2022; Ferreira, 2024).
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2.4.2.2 Estresse oxidativo

Os radicais livres sdo moléculas com um ou mais elétrons desemparelhados na
camada mais externa, o que os torna altamente reativos, eles s&o constantemente
gerados no corpo e podem ser formados por diversos motivos, incluindo o
metabolismo nas mitocéndrias (Figura 8), a atividade da enzima xantina oxidase na
via do acido urico, a funcédo dos peroxissomos, processos inflamatorios, a acao de
fagocitos, e também em situagcbes de isquemia e durante a préatica de exercicios
fisicos (Kumar; Pandey, 2015; Radi, 2018; Vellosa et al., 2021).

Nesse sentido, a maior producdo de radicais livres formados no organismo
ocorre principalmente durante a reducdo do oxigénio (Oz2) em agua na cadeia
transportadora de eletrons, dentro das mitocéndrias. Apesar de 85 a 90% do oxigénio
ser metabolizado nas mitocondrias, cerca de 2 a 5% deste O2 é desviado para outras

vias, resultando na formacao de radicais livres (Figura 8). (Barbosa et al., 2010).

Figura 8 — Formacéao de radicais livres a partir da cadeira transportadora de elétrons.
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Apés a formacédo do NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido) e do FADH: (flavina
adenina dinucleotideo reduzido) em vias metabdlicas como o ciclo de Krebs, essas moléculas
participam da cadeia transportadora de elétrons na mitocdndria. O NADH doa seus elétrons
ao Complexo | (NADH desidrogenase), enquanto o FADH», gerado durante a oxidacdo do
succinato, doa seus elétrons ao Complexo Il (succinato-desidrogenase). Ambos os complexos
transferem os elétrons para o Complexo Il (citocromo bcl) por meio da coenzima Q
(ubiquinona). Do Complexo lll, os elétrons séo transferidos para o Complexo IV (citocromo C
oxidase) através do citocromo C. Ao transferir os eletrons, os complexos |, Il e IV bombeiam
prétons para a regido intermembranar e, de acordo com o gradiente eletroquimico, os ions de
hidrogénio irdo ser bombeados para a matriz mitocondrial, através da ATP sintase. Ao passar
através da subunidade FO da ATP sintase, os ions de hidrogénio ocasionam uma rotacao
nesta regido da bomba, com isso, a subunidade F1 altera sua conformacédo permitindo a
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fosforilagdo da difosfato de adenosina (ADP), gerando trifosfato de adenosina (ATP).
Diferentemte do complexo | e Ill, o complexo IV bombeia dois prétons para a regido
perimembranar e dois para a matriz mitocondrial, isso pode facilitar a formag&o do anion
superoéxido, além disso, durante a transferéncia de eletrons pode ocorrer vazamentos no
complexo | e lll, favorecendo também a formacao dos radicais livres, para controlar isto, a
superéxido dismutase do tipo 2, pode dismutar o anion superéxido em peroxido de hidrogénio
e a glutationa peroxidase, converté-lo em agua.

Fonte: Autor, 2024

Outra fonte significativa de radicais livres sdo as enzimas NADPH oxidases
(Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase), essas proteinas
transmembranares transferem elétrons através das membranas celulares, geralmente
para o oxigénio, resultando na formacéo do anion superoxido (Oz) (Barbosa et al.,
2010). A funcdo béasica da NADPH oxidase € transportar elétrons de um doador
citosolico, como o NADPH, para um aceptor, sendo o oxigénio o principal, resultando
na formacao de espécies reativas de oxigénio (Bedard, 2007).

As Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) podem se originar de duas fontes
principais: enddgena, por meio de processos como NADPH oxidase, peroxissomos,
mitocondrias, citocromo P-450 e xantina oxidase, ou exdgena, por estimulos como
radiacéo ultravioletas, infec¢des, poluentes e outros agentes oxidantes (Filippin et al.,
2008).

Apesar de possuir papéis importantes na regulacdo de processo metabdlicos,
uma producao excessiva de ROS, pode ser causada por uma série de fatores, como
uma ativagao intensa de fagocitos, problemas na transferéncia normal de elétrons na
cadeia respiratéria, alta concentracdo de ions metalicos em doencas metabdlicas ou
lesBes, essa superproducdo de espécies reativas de oxigénio pode ocasionar danos
nas estruturas celulares ao interagir com proteinas, lipidios, carboidratos e acidos
nucleicos, causando alteracfes funcionais ou até mesmo destruicao das células (Radi,
2018; Brieger et al., 2012; Vellosa, 2021).

O organismo possui um sistema de defesa antioxidante, cuja finalidade € de
reduzir ou prevenir os danos causados pelos radicais livres, sua atuacédo se da pelo
impedimento da formacédo das ROS, além de neutralizar sua agcao e promover o reparo
das estruturas celulares danificadas. Essas defesas podem ser classificadas como
enzimaticas (Tabela 1) ou ndo enzimdticas, sendo a Ultima, uma variedade de
substancias que devem ser obtidas da dieta, como as vitaminas E e C (Barbosa, 2010;
Zatti et al., 2022).
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Tabela 1 — A¢des do sistema antioxidante enzimatico nas espécies reativas de oxigénio.

Sitema enzimatico Espécies reativas de oxigénio
SOD O2 em H202
CAT H202 em H20
GPx H202 em H20
H202 em H20
Prx
ONOO~

SOD: Superoxido dismutase; CAT: Catalase; GPx: Glutationa peroxidase; Prx:
Peroxiredoxinas; O : Anion superoxido; H,O,: Perdxido de hidrogénio; H,O: Agua; ONOO™:
Peroxinitrito

Fonte: Autor, 2024.

Em condi¢cdes normais, niveis baixos de espécies reativas de oxigénio sdo
importantes para a comunicacao entre as células, resposta imune, regulacéo do tbnus
vascular e homeostase, porém quando ha uma producdo excessiva de ROS, pode
resultar em danos ao organismo, afetando varias fungdes fisiologicas e levando a
morte celular. Para lidar com esses danos, o0 sistema antioxidante é ativado. No
entanto, durante a isquemia e reperfusdo, que acontece em Pprocessos
fisiopatoldgicos, pode comprometer a capacidade do sistema antioxidante, devido a
reducdo dos niveis de ATP, fazendo com que enzimas como as peroxirredoxinas
figuem inativas (Malek, Nematbakhsh, 2015; Tretter et al., 2022; Pagano et al., 2023;
Guo; Walz, 2023; Lima, 2024).

Recentemente, o estresse oxidativo tem sido identificado como um fator
relevante na fisiopatologia da DisP. No entanto, os detalhes sobre como o desbalanco
oxidativo contribui para a patogénese da DisP ainda estdo em desenvolvimento, e
algumas etapas dessa sinalizacdo ainda néo estdo completamente esclarecidas.
Estudos sugerem que a isquemia e a hipoxia causadas por contragdes uterinas
intensas durante a dismenorreia podem reduzir o fluxo sanguineo para o miométrio,
resultando no acumulo de radicais livres, incluindo ROS (Dikensoy et al., 2008;
Lacerda-Junior, 2022).

O sistema enzimatico antioxidante, inclui principalmente superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), que desempenham um papel
crucial na protecdo contra danos celulares causados por ROS, que sdo produzidas
principalmente a partir da NADPH oxidases, xantina oxidase e mitocondrias. Além do

sistema enzimatico, os tecidos também podem utilizar antioxidantes ndo enzimaticos,
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como a glutationa reduzida, para ajudar na defesa contra o estresse oxidativo
(Combhair; Erzurum, 2002; Roy et al., 2017; Tasca, 2022).

2.4.2.3 Aumento da sintese do 6xido nitrico e peroxinitrito

O o6xido nitrico (NO) é uma molécula de sinalizacdo essencial que influencia
em respostas vasculares, neuronais, inflamatérias e imunes, sua producéo € regulada
por trés isoformas da enzima sintase de oxido nitrico (NOS). Duas dessas isoformas
sdo constitutivas: a neuronal (NNOS/NOS1) e a endotelial (eNOS/NOS3), que
desempenham papéis importantes na neurotransmissao, citotoxicidade e controle
vascular. A terceira isoforma, a NOS induzivel (iNOS/NOS2), é produzida pelo sistema
imunolégico em resposta a endotoxinas e citocinas durante a inflamacéao, gerando
guantidades muito maiores de NO em comparacado com as isoformas constitutivas
(Bath et al., 2021, Vieira et al., 2024).

Os efeitos diretos do NO incluem a ativacdo da ciclase de guanilil solavel (sGC),
0 que leva a producdo de monofosfato ciclica de guanosina (cGMP) a partir da
trifosfato de guanosina (GTP) (Perez-Zoghbi et al., 2010; Berridge, 2012). Esses
nucleotidios ciclicos ativam suas respectivas proteinas cinases, dependentes de
cGMP (PKG), que, por sua vez, fosforilam diversos alvos, resultando em: 1) ativacao
de canais para potassio, que indiretamente inibem os Cav ; 2) inibicdo direta dos Cav
(Rembold, 1996); 3) aumento da atividade da Ca?*-ATPase tanto do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA) quanto da membrana plasméatica (PMCA); 4) ativacdo do
trocador de sodio/calcio (NCX) (Blaustein, 1989); 5) inibicdo da cinase da cadeia leve
da miosina (MLCK), impedindo a fosforilagdo da cadeia leve da miosina (MLC), tudo
isso vai culminar na diminuicdo da concentracdo de célcio citosélica, o que leva ao
relaxamento uterino (Figura 9) (Rembold, 1996).

Além disso, diversos estudos tém associado o efeito relaxante do NO no
miométrio humano a vias diretas envolvendo cGMP e/ou PKG, bem como a
mecanismos indiretos, como a ativacdo de canais de potassio sensiveis ao célcio
(BKca), que resultam na hiperpolarizagdo da membrana. Esse processo aumenta a
condutancia ao potassio (K*) e diminui a excitabilidade celular, 0 que promove uma
alteracéo no potencial de membrana, levando a reducdo das contracbes (Okawa et
al., 1999; Modzelewska et al., 2019; Kim et al., 2020).
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Figura 9 - Mecanismo de relaxamento do musculo liso uterino mediado pela via do cGMP.
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O oxido nitrico é produzido a partir da NOS e por ser um gas lipossollvel, consegue atravessar
a membrana plasmatica e se ligar ao seu repector ciclase de guanilil solivel (sGC), esta que
vai fazer a conversdo do GTP (guanosina trifosfato) em cGMP (guanosina monofosfato
ciclica). O nucleotideo cGMP ativa a proteina cinase G (PKG) que vai fosforilar os seus alvos,
(+) ativando ou (-) inibindo: (+) Canais de potasio, (-) canais de célcio dependente de
voltagem, (+) bomba de célcio da membrana plasmatica (PMCA), (+) trocador sédio/célcio
(NCX), (+) bomba de calcio de reticul o sarcoplasmatico (SERCA), (-) receptor de IP3 (IPsR) e
(-) cinase da cadeira leve da miosina (MLCK), além disso, o NO pode ativar os canais de
potasio sensiveis ao calcio (BKca), desencadeando o influxo de mais ions potasio na célula.
Todas essas atividades vao culminar na diminuicdo da concentracdo de célcio citosolica e
aumento de potasio, ocasionando assim, o relaxamento da musculatura lisa uterina.

Fonte: Autor, 2024

A DisP também provoca disfuncao endotelial nos vasos uterinos devido a menor
disponibilidade de NO, isso ocorre porque o NO reage com o Oz, formando ONOO-,
gue pode ativar enzimas e proteinas, elevando a contratilidade uterina, como a
ativacao da PKC, ativacdo das ciclo-oxigenases (Figura 10), além de inibir a sintase
de PGI; e ativar a sintase de TxAz, no Utero esses mecanismos favorecem a contracao
(Guliaeva et al., 1998; Higashi et al., 2014; Zou et al., 1997; Alanazi et al., 2018).
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Figura 10 — Formacao do peroxinitrito a partir da NOS2.
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A sintase de 6xido nitrico pode converter 0 oxigénio + L-arginina em éxido nitrico, em quadros
de inflamacfes a sintase de Oxido nitrico 2, é responsavel por fazer essa conversao,
aumentando a producdo do NO, este que pode reagir com o0 anio superéxido e formar o
peroxinitrito, uma espécie altamente reativa, que pode ativar PKC e COX, ocasionando a
contracdo uterina.

Fonte: Autor, 2024.

2.4.5 Tratamentos da DisP

A farmacoterapia para a DisP é voltada para o alivio dos sintomas dessa
condicdo. As principais intervencdes medicamentosas incluem anti-inflamatérios nao-
esteroides (AINEs), como o ibuprofeno, além de antiespasmoédicos, como a
escopolamina, e contraceptivos hormonais. Além disso, podem ser adotadas
abordagens nédo farmacoldgicas, como ajustes na alimentacdo com maior ingestao de
antioxidantes, pratica regular de atividades fisicas e aplicacdo de compressas na
regido dolorida (Marjoribanks et al., 2010; Proctor; Ryan, 2017).

Embora existam muitos medicamentos disponiveis para tratar a DisP, o uso
prolongado desses medicamentos pode causar diversos efeitos colaterais, como
problemas gastrointestinais (gastrite e nausea), retencéo de liquidos e complicacbes

cardiovasculares (maior risco de trombose) (Ryan, 2017; Guimaraes; Povoa, 2020).
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Diante disso, a busca por novas opcoes terapéuticas para a DisP tem
aumentado, visando reduzir os efeitos colaterais que afetam as mulheres nas terapias
tradicionais e encontrar alternativas capazes de aliviar os sintomas dessa condi¢éo.
Nesse cenario, os produtos naturais, especialmente aqueles de origem aquatica, tém
mostrado grande potencial farmacologico para o tratamento de doencgas inflamatorias
como a dismenorreia, devido a presenca de varios metabdlitos e compostos com

propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes (Aruselvan et al., 2016).

2.5 Produtos Naturais

Ao longo da histdria, substancias naturais séo utilizadas como remédio para
tratar uma ampla gama de enfermidades humana, desde a década de 1980,
aproximadamente 65% das drogas aprovadas e disponiveis no mercado sdo
derivadas de produtos naturais, seja em sua forma pura ou modificada com base em
estruturas encontradas na natureza (Newman; Cragg, 2020). O interesse por
substancias  naturais  provenientes do ambiente  aquatico aumentou
consideravelmente, impulsionado pela crescente percep¢ao da vasta biodiversidade,
bem como pelos avancos significativos em técnicas de pesquisa e nas abordagens
estratégicas para superar 0s principais obstaculos na descoberta e no
desenvolvimento de medicamentos a partir de produtos naturais (Gerwick; Moore,
2012; Montaser; Luesch, 2011).

A investigacdo abrangente das algas trouxe a luz compostos bioativos de
grande importancia extraidos desses organismos, muitos dos metabdlitos isolados
exibiram atividades biologicas que contribuem para a saude. Entre os principais
constituintes dessas algas, estdo os pigmentos fotossintéticos, como a ficocianina,
gue além de suas funcbes na fotossintese e pigmentacdo, possui propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias. Outro pigmento notavel, o [p-caroteno, foi
identificado por suas capacidades anti multagénicas, anti-inflamatérias e antioxidantes
(Ciccone et al., 2013; Izadi; Fazilati, 2018).

2.5.1 Spirulina platensis

Dentro desse cendrio, as cianobactérias, especificamente as microalgas verde-

azuladas do filo Cyanophyta e da familia Spirulinaceae, representam um grupo de
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procariontes fotossintetizantes presentes nos ambientes aquaticos. Algumas
espécies, como Spirulina maxima, Arthrospira fusiformis e Arthrospira platensis, tém
sido consumidas por seres humanos ha muitos séculos (Chaouachi et al., 2020). A
microalga Spirulina platensis (SP), também conhecida como Arthrospira platensis (A.
platensis), € um organismo verde-azulado que pode atingir um comprimento de 0,2 a
0,5 mm e possui uma estrutura helicoidal (Figura 11). Essa microalga prospera em
aguas salinas alcalinas com pH de até 11,0, assim como em rios e lagos de agua
doce, sendo encontrada em uma variedade de habitats, incluindo solos, aguas
frescas, salobras, oceanos, e também em aguas residuais, tanto industriais quanto

domeésticas (Hosein et al., 2013).

Figura 11 —Imagem microscoépica da forma externa da Spirulina platensis.

1 _ ,

Fonte: sciencelearn.org.nz (Acesso em: 08/09/2024)

Imagem microscopica detalhada da morfologia externa da Spirulina platensis, evidenciando
sua caracteristica estrutura filamentoza helicoidal, esta organizacédo formada por uma Unica
camada de células cilindricas, é responsavel pela sua estabilidade estrutural.

A analise fitoquimica revelou que SP possui diversos componentes
essenciais que caracterizam o superalimento ideal, como polissacaridios (15-20%),
proteinas (60-70%), carboidratos, acidos graxos essenciais, vitaminas, minerais,
clorofila e B-caroteno (Figura 12) (Chaiklahan et al., 2013; Cai et al., 2022). Por essa
razdo, SP € amplamente reconhecida como um suplemento alimentar nutracéutico ao
redor do mundo, com destaque especial no México e na Africa (Sibiya et al., 2022).
No Brasil é regulamentada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
como novo alimento desde 2013 e, a partir de 2017, foi incluida na lista de alimento
funcional (Brasil, 2013; Brasil, 2017).
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Entre os acidos graxos insaturados, que compdem 1,5 a 2,0% do total lipidico,
destacam-se o acido y-linolénico (GLA, representando 30-35% do total), o &acido
estearidonico (SDA), o acido eicosapentaenoico (EPA), o acido docosahexaenoico
(DHA) e o acido araquiddnico (AA). Além disso, as algas tém um baixo teor de
colesterol (32,5 mg/100 g) e sé@o de facil digestdo, com uma digestibilidade de até
90%, devido a auséncia de celulose em suas paredes celulares (Belay, 2002; El-
Sheekh; Hamad; Gomaa, 2014; Habib et al., 2008; Reboleira et al., 2019).

Figura 12 — Constituintes da Spirulina platensis.

= Proteinas

= Polissacarideos

= Lipidios totais
Acidos nucléicos

Minerais

Fonte: Adaptado de Hosseini et al., 2013.

As ficobiliproteinas, como a ficocianina-C e a aloficocianina, estao presentes
em quantidades expressivas na fracao proteica da alga, compondo cerca de 20 a 25%
do peso seco total, elas desempenham papéis importantes em varias funcdes
biolégicas e farmacolégicas benéficas, tais como atividades antioxidantes,
anticarcinogénicas, anti-inflamatérias, antiangiogénicas, neuroprotetoras e de controle
da obesidade, além disso, a ficocianobilina na Spirulina age como um potente inibidor
da NOX, ajudando na eliminag&o de radicais livres e na reducéo de radicais oriundos
das EROs, assim como radicais hidroxila, peroxila, hipoclorito e peroxinitrito (Romay
et al., 2003; Serban et al., 2016; Shokri et al., 2014; Liwa et al., 2017 Reboleira et al.,
2019).

A C-ficocianina possui um potente efeito antioxidante e anti-inflamatorio,

demonstrado em estudos que apontam sua capacidade de preservar as membranas
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celulares e reduzir o estresse oxidativo, principalmente em transplantes de figado. Ela
inibe a formacéo de espécies reativas de oxigénio, aumenta os niveis de grupos tiol,
e melhora a atividade da fosfatase alcalina, especialmente em concentragcdes mais
elevadas. Além disso, a C-ficocianina inibe a enzima COX-2 e mediadores
inflamatorios, como o TNF- a, sendo eficaz na redugao da hiperalgesia inflamatoria,
destacando seu potencial como agente analgésico em condi¢des inflamatérias (Shih
et al., 2009; Lemos et al., 2020; Dias, 2021).

O acido y-linolénico (GLA) é um &cido graxo poli-insaturado bioativo que, apés
ser metabolizado no organismo, € convertido em acido di-homo-y-linolénico (DGLA) e
posteriormente em acido araquidonico (AA), esses compostos sao precursores de
eicosanoides de diferentes séries, desempenhando papéis importantes na modulacao
de processos fisiolégicos. O GLA influencia a expressao génica de funcdes
imunoldgicas, promove a apoptose celular e exerce efeitos inibitorios sobre o ciclo
celular em células tumorais, além disso, a suplementacdo dietética com GLA tem
mostrado beneficios na melhoria do perfil lipidico, tanto no sangue quanto na pele,
além de contribuir para a prevencédo de condi¢Oes inflamatorias e outras doencas
relacionadas (Kapoor; Huang, 2006; Guil-Guerrero, 2007; Kawamura et al., 2011; Tso
et al., 2012; Tasset-Cuevas et al., 2013).

As principais fontes naturais de GLA sdo os lipidios das membranas
fotossintéticas de algumas plantas, como as sementes de borragem e primula, além
de algas verde-azuladas, como Spirulina platensis e Nostoc commune. Estudos
indicam que o GLA, pode reduzir o estresse oxidativo e inflamac¢des ao inibir as vias
de citocinas inflamatorias, sendo eficaz no tratamento de doencas como artrite e
asma, sendo amplamente valorizado como suplemento dietético por suas
propriedades terapéuticas, sendo Util na prevencao e tratamento de condicbes como
cancer, diabetes, infecgbes virais e obesidade. Além disso, extratos de GLA da SP
tém demonstrado efeitos anti-inflamatoérios, antioxidantes e antialérgicos, favorecendo
a cicatrizacao de feridas em modelos animais (O'donovan; Fernandes, 2000; Novak
et al., 2003; Zhang et al., 2013; Cho et al., 2018; Zhou et al., 2021).

Células que absorvem quantidades aumentadas de GLA integram esse &cido
graxo em suas membranas fosfolipidicas e posteriormente, ele é hidrolizado pela
enzima PLA2, sendo transformado em eicosanoides através da acdo da COX-2, essa
enzima € responsavel por gerar PGs e prostaciclinas, e também converte o AA em

eicosanoides da série 2, como a PGEz. O AA livre pode ser metabolizado em diversos
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compostos, incluindo prostaglandinas e hidroperoxieicosatetraenoicos, por meio das
enzimas COX, LOX e epoxigenases CYP450. No entanto, o GLA compete com o0 AA
e, ao ser metabolizado pela COX-2 (Colquhoun et al., 2009; Hawcroft et al., 2012;
Ensign et al., 2013).

2.8.1 Spirulina platensis e musculo liso

A SP é conhecida por possuir amplos efeitos capazes de melhorar a saude,
alguns estudos demonstram que a alga tem papel importante na reducdo dos
trigliceridios e da glicose, além de possuir efeitos anticancer e anti-inflamatorios
(Panday et al., 2015). Sendo assim, o laboratério de Farmacologia Funcional tem se
dedicado ao estudo dessa alga e de seus diversos efeitos na musculatura lisa,
destacando suas propriedades farmacologicas em modelos experimentais.

No que diz respeito ao efeito da SP no musculo liso, estudos mostraram que a
suplementacdo com essa alga: diminui o estresse oxidativo e aumenta da capacidade
de relaxamento em aorta de ratos (Brito et al., 2019); melhora a biodisponibilidade de
NO e reduz a inflamacéo em tecido de corpo cavernoso de ratos obesos (Diniz et al.,
2020); em ratas submetidas ao protocolo de treinamento de for¢a previne o aumento
do estresse oxidativo (Ferreira et al., 2021) e hipercontratilidade uterina (Barros,
2021); além de impedir a reducdo da contratilidade intestinal (Diniz et al., 2021),
reduzindo a inflamacéo e melhorando as defesas antioxidantes do ileo (Diniz et al.,
2024).

Lacerda-Junior (2022) desenvolveu um modelo experimental de DisP que
reproduziu os sinais clinicos da doenca em estudos in vivo, estes que foram atenuados
pelas drogas padrdo empregadas na pratica clinica. Além disso, o modelo evidenciou
hipercontratilidade uterina e aumento do estresse oxidativo em estudos in vitro,
aspectos chave na fisiopatologia da DisP.

A avaliacdo dos efeitos da suplementacdo com SP por dias alternados em
ratas com DisP, revelou que a alga preveniu o0 aumento das contor¢des uterinas in
vivo; reduziu o crescimento da camada miometrial e os danos na camada endometrial;
ndo influenciou a maturacdo dos foliculos ovarianos; evitou o aumento da
contratilidade uterina no acoplamento farmacomecanico e eletromecanico; preveniu a
diminuicdo do relaxamento nesses acoplamentos; e reduziu o estresse oxidativo no
utero e nos ovarios (Lacerda-Junior, 2022).

Sendo assim, a Spiruina platensis demonstra-se como uma substancia
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promissora para prevenir alteracées ocasionadas pela DisP, com base nisso este
trabalho objetiva-se em investigar o efeito da SP através de sua administracdo diaria,
afim de mimetizar o uso da alga por seres humanos, além do seu mecanismo de acao
preventivo sobre o aumento da reatividade contrétil farmacomecénica do muasculo liso

uterino em ratas Wistar.



3 Objetivos
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3.1 Geral
Avaliar o efeito da suplementancdo a Spirulina platensis sobre a
contratilidade de utero de ratas submetidas a modelo de DisP

3.2 Especificos

Avaliar os efeitos da DisP e da suplementacgao de ratas Wistar com S. platensis

sobre a resposta contratil uterina a ocitocina em relagéo a(s):

v" Via das ciclo-oxigenases;
v" Via do 6xido nitrico;

v Vias de formacao e metabolizacdo das espécies reativas de oxigénio.



4 Material e métodos
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4.1. Material

4.1.1 Produto teste

A Spirulina platensis foi adquirida do laboratorio INFINITY Pharma (Hong Kong
— China lote n° 17J11-B004-020541). Uma amostra foi fracionada e certificada pela
Farméacia de Manipulacdo Roval - lote n° 20121025 (Jodo Pessoa-PB).

4.1.2 Animais

Eram utilizadas ratas Wistar (Rattus norvegicus) virgens provenientes da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) e mantidas na Unidade de Producao
Animal da UFPB (UPA/UFPB), com oito semanas de idade e pesando 209,4 + 5,6 g.
Antes dos experimentos, os animais recebiam uma dieta balanceada em forma de
pellets (marca Nuvilab®) com acesso ilimitado a dgua. Eram mantidos em um
ambiente com temperatura controlada (21 + 1 °C), ventilagdo adequada e ciclo claro-
escuro de 12 horas, sendo a fase clara das 06 as 18 h. Foram utilizados um total de

57 animais para realizacdo dos experimentos.

Os experimentos eram realizados das 08 as 20 h. Todas as praticas
experimentais seguiam o “Guidelines for the ethical use of animals in applied ethology
studies” (Sherwin et al., 2003) e o Guia Brasileiro de Producdo, Manutencdo ou
Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica, do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) (Brasil, 2016). Todos os
procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais/UFPB, sob o nimero 408031012 (Anexo 3).

4.1.3 Grupos experimentais

As ratas eram separadas aleatoriamente em quatro grupos experimentais: (1)
controle (GC); (2) ratas com dismenorreia primaria (DisP); (3) ratas com DisP e
suplementadas Spirulina platensis na dose de 100 mg/kg (DisP + SP), (4) ratas com
DisP e tratadas com as drogas padréo escopolamina + dipirona nas concentragdes
de 6,67 e 333,4 mg/mL, respectivamente (DisP + Esc + Dip) (Figura 13).
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Figura 13. Grupos experimentais

G. controle Soro fisiologico
(GC) Gavagem - 8 semanas

_ _ Soro Fisiolégico
G. d|sm_enorre|a Gavagem - 8 semanas
(DisP) DES - 10 dias

o gimenorsy | 58,003 Cosgen
+ A RIRF - 2F) DES - 10 dias

G. droga padrio Soro fisiolégico - 8 sem.

(DisP + Esc + Dip) Esc. 6,67 + Dip 33_3,4 mg/kg
DES - 10 dias

4.1.4 Protocolo de inducéao da dismenorreia primaria

O dietilestilbestrol (DES) foi diluido em alcool absoluto para obtencdo da
solucdo mae de 10 mg/mL. Em seguida, foi preparada uma solucdo de 1 mg/mL em
salina. Para o preparo de 1 mL era retirado 0,1 mL da solugdo mae de DES e
adicionado em 0,1 mL de polissorbato 80 e, em seguida, era adicionado salina (NaCl

0,9% m/v) g.s.p 1 mL, seguido de agitacdo em vortex.

Para induzir a dismenorreia primaria, as ratas recebiam injecées subcutaneas
de dietilestilbestrol uma vez ao dia durante 10 dias consecutivos. A dose era de 2,5
mg/kg no 1° e 10° dias e de 1 mg/kg do 2° ao 9° dias. 24 horas apos a ultima injecédo
do hormonio, era administrada ocitocina por via intraperitoneal na dose de 1 Ul/kg
(Figura 14) (Lacerda-Junior, 2022).
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Figura 14 - Protocolo da induc&o da dismenorreia priméria em ratas

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Ocitoci
S . S5 AUlkg
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| ‘fg 1 mg/kg o'/fp
| |
DES |

Fonte: Autor, 2024

Os animais do grupo controle receberam soro fisiolégico (NaCl 0,9% m/v)
durante todo o periodo de tratamento e, 24 horas antes do experimento, era
administrado 1 mg/kg de dietilestilbestrol para padronizar o ciclo estral na fase de
estro. J& os animais tratados com os farmacos-padréo receberam por via oral, pela
técnica de gavagem, uma combinacao de butilbrometo de escopolamina e dipirona
uma hora antes da injecdo de ocitocina.

As ratas com dismenorreia primaria e suplementadas com Spirulina platensis
receberam a alga na dose de 100 mg/kg (DisP + SP100), durante 8 semanas por via
oral, pela técnica de gavagem. Nos ultimos 10 dias, a dismenorreia primaria foi
induzida (Lacerda-Junior, 2022). ApGs os tratamentos, 0s animais eram eutanasiados
com uma sobredose dos anestésicos cetamina (180 mg/kg) e xilazina (30 mk/kg)
(BRASIL, 2018).

4.1.5 Preparo e administracdo da Spirulina platensis

O p6 de Spirulina platensis era suspenso diariamente em soro fisiolégico (NaCl
0,9%) para preparar a dose de 100 mg/kg. Essa dose era administrada as ratas logo
apos ser preparada (Ferreira et al., 2021). A suplementacédo era realizada ao longo de
um periodo de oito semanas (Modificado de Lacerda-Junior, 2022).

A administracdo oral ocorria por meio da técnica de gavagem, das 12h as 14h,
com o auxilio de agulhas de ago inoxidavel para gavagem (modelo BD-12, Insight,
Ribeirdo Preto, SP) e seringas descartaveis de 5 mL com uma precisdo de 0,2 mL

(marca BD, Higilab, Jodo Pessoa, PB).
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4.1.6 Substancias e reagentes

O &cido cloridrico (HCI), o bicarbonato de sédio (NaHCO3), cloreto de célcio di-
hidratado (CaCl2.2H20), cloreto de magnésio di-hidratado (MgClz2.2H20), cloreto de
potassio (KCI), cloreto de sddio (NaCl), glicose e, o hidréxido de sédio (NaOH) foram
obtidos da Exodo Cientifica (Brasil). O dietilestilbestrol foi obtido da Sigma-Aldrich
(Brasil). A apocinina, o cloridrato de Ng-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME),
indometacina e o tempol, foram adquiridos da Cayman Chemical Company (EUA),
eram mantidos em um “freezer” a temperatura de -20 °C, solubilizadas e diluidas
em agua destilada, exceto o dietilestilbestrol, que era dissolvido em &lcool etilico
absoluto para obtencdo da solucdo-estoque. Caso necessério, essas solucdes-

estoque eram diluidas.

4.1.7 Solucéo nutritiva

A solucdo nutritiva utilizada era a Locke Ringer (Revuelta; Catabrana; Hidalgo,
1997), ajustada ao pH 7,4 com uma solucdo de HCl ou NaOH 1M, aerada com
carbogénio (95% de Oz e 5% de CO2) e mantida a 32 °C, cuja composicao esta
descrita abaixo:
Composicéo da solucéo de Locke Ringer (mM): NaCl (154,0), KCI(5,6), MgCl2
(2,1), CaClz2(2,2), glicose (5,6), NaHCOs3(6,0).

4.1.8 Aparelhos

Para registro das contracdes isomeétricas, 0s 0rgdos eram suspensos em cubas
de banho para 6rgéos isolados, modelo BOI-04 e conectados a transdutores de forca

isométricos modelo TIM 05 acoplados a um amplificador modelo AECADO4F.

Este, por sua vez, estava conectado a um sistema de aquisicao digital com o
software AQCAD verséo 2.1.6 para aquisicdo dos dados e ANCAD para analise. O
sistema contém uma bomba termostatica modelo BT-60 que controla a temperatura
das cubas. Todos os aparelhos foram adquiridos da AVS Projetos (Séo Paulo, SP,

Brasil).

Todas as substancias eram pesadas em balanca analitica modelo AG200 e os
animais em balanca semianalitica modelo BG4001, ambas da Gehaka (Brasil). Os
valores de pH eram verificados através de um pHmetro digital PG 2000 (GEHAKA,
Brasil).
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4.2 Métodos
4.2.1 Preparacao do Utero isolado de rata

ApOs a eutanasia das ratas, conforme descrito na se¢do 4.1.4, a cavidade
abdominal era aberta com um corte longitudinal, o Utero era removido e
cuidadosamente limpo de qualquer tecido conjuntivo ou adiposo. Em seguida, os dois
cornos uterino eram separados por meio de uma incisao abertos longitudinalmente e
suspensos verticalmente em cubas de banho para 6rgédos isolados, contendo solucéo

nutritiva de Locke Ringer, mantidas a 32 °C e aerada com carbogénio.

O 6rgdo era mantido sob tensdo de repouso de 1 g por 40 minutos, tempo
necessario para estabilizacao da preparacéo. Durante este periodo a solu¢ao nutritiva
era trocada a cada 10 minutos (Revuelta; Cantabrana; Hidalgo, 1997).

Apoés o periodo de estabilizacdo, era induzida uma contracdo com 60 mM de
KCl para verificar a funcionalidade do 6rgéo. Decorridos 15 minutos, era induzida uma

contracdo com concentragdes cumulativas de ocitocina (10 - 3x101 UI).

A reatividade do Utero era calculada pela determinacéo do efeito maximo (Emax),
de acordo com a amplitude maxima da resposta contrétil do Gtero, e do logaritmo
negativo na base 10 da concentracdo que a ocitocina produz 50% do seu efeito

maximo (pCEso).

4.2.2 Efeitos da suplementacdo com Spirulina platensis sobre as contragcdes

induzidas por ocitocina em Gtero de ratas com DisP

O Utero era suspenso em cubas de banho para 6rgao isolado, como descrito no
item 4.2.1 e, apds o periodo de estabilizacdo, eram obtidas duas curvas cumulativas

concentragdo-resposta consecutivas a ocitocina (10¢ — 3 x 102 UI).

A resposta contratil do Utero era calculada com base na amplitude média da curva
obtida no grupo GC. A reatividade contratil foi avaliada tendo como base os valores
de Emax € de pCEso da ocitocina entre os grupos GC, DisP, DisP + SP100 e DisP + Esc
+ Dip.
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4.2.3 Investigacao da participacao da via das COX na contracao uterina

O utero era suspenso em cubas de banho para 6rgéo isolado, como descrito
no item 4.2.1 e, apos o periodo de estabilizagdo, a indometacina, um inibidor ndo
seletivo da COX na concentragdo de 10°M, era incubado por 20 minutos (Cartledge;
Eardley; Morrison, 2000). Em seguida, eram realizadas curvas concentracdes-
resposta cumulativas a ocitocina (10 — 3 x 10 Ul) na auséncia e na presenca do
inibidor.

A resposta contratil do Gtero na presenca do inibidor foi calculada de acordo
com a curva na auséncia do inibidor. A reatividade contrétil foi avaliada tendo como
base os valores de Emax € de pCEso da ocitocina, na auséncia e na presenca dos

inibidores, e comparada entre os grupos GC, DisP e DisP+SP100.

4.2.4 Investigacdo da participacdo do radical superéxido (SOD)

O utero era suspenso em cubas de banho para 6rgéo isolado, como descrito
no item 4.2.1 e, ap0s o periodo de estabilizacdo, foi incubado, por 20 minutos, o
tempol (102 M), um sequestrador do radical superéxido e, em seguida, foram
realizadas curvas concentragfes-resposta cumulativas a ocitocina na auséncia e na
presenca do tempol.

A resposta contratil do utero na presenca dos inibidores foi calculada com
base na amplitude média da curva obtida na auséncia do bloqueador, em cada
grupo, e a reatividade contratil foi avaliada tendo como base os valores de Emaxe de
pCEso da ocitocina, na auséncia e na presenca do inibidor, e comparada entre os

grupos.

4.2.5 Investigacdo da participacdo das enzimas nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH) na DisP

O utero era suspenso em cubas de banho para érgéo isolado, como descrito
no item 4.2.1 e, ap0s o periodo de estabilizacdo, foi incubado, por 20 minutos, a
apocinina (10 M), inibidora da NADPH oxidase (Coco et al., 2016) em preparagdes
distintas e, em seguida, foram induzidas curvas concentracdes-resposta
cumulativas a ocitocina, na auséncia e na presencga do inibidor.

A resposta contratil do Utero na presenca dos inibidores foi calculada com base
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na amplitude média da curva obtida na auséncia do bloqueador, em cada grupo, e a
reatividade contrétil foi avaliada tendo como base os valores de Emaxe de pCEso da

ocitocina, na auséncia e na presenca do inibidor, e comparada entre 0s grupos.

4.2.6 Investigacao da participacado da via do 6xido nitrico (NO)

O Utero era suspenso em cubas de banho para 6rgéo isolado, como descrito
no item 4.2.1 e, apods o periodo de estabilizacéo, foi incubada, por 20 minutos, o L-
NAME (104 M), um inibidor ndo seletivo da NOS (Vignozzi et al., 2006) e, em
seguida, foram induzida curvas concentra¢des-resposta cumulativas a ocitocina na
auséncia e na presenca do inibidor.

A resposta contratil do Utero na presenca dos inibidores foi calculada com
base na amplitude média da curva obtida na auséncia do bloqueador, em cada
grupo, e a reatividade contratil foi avaliada tendo como base os valores de Emaxe de
pCEso da ocitocina, na auséncia e na presenca do inibidor, e comparada entre os

grupos.

4.2.7 Andlises estatisticas

para verificar a distribicdo normal foi realizado o teste de Shapiro-Wilk, os
resultados, entdo foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m.) e 0s
dados foram analisados estatisticamente usando o teste t (ndo pareado) ou andlise
de variancia de um fator (ANOVA) seguido do pos-teste de Tukey. Diferencas entre
médias foram consideradas significativas quando p < 0,05.

A reatividade contratil do Utero das ratas foi avaliada através da determinacéo
do efeito maximo (Emax) € do pCEso da ocitocina, comparando os resultados dos
animais com dismenorreia primaria com o grupo controle.

Os valores de Emax foram obtidos pela média das percentagens maximas de
contracdo. Ja os valores de pCEso foram calculados por regresséo néo linear. Todos
os dados foram analisados com o software GraphPad Prism® versédo 8.0.1 (GraphPad
Software Inc., San Diego CA, USA).



5 Resultados
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5.1 Efeito da suplementacdo alimentar com Spirulina platensis sobre as curvas
concentracdes-resposta cumulativas a ocitocina em atero isolado de ratas com
DisP

Observou-se que a curva de contragcdo da ocitocina do grupo DisP foi
deslocada para a esquerda, indicando aumento da poténcia contratil (pCEso = 3,36 +
0,20), e houve aumento do efeito maximo (Emax= 130,8 + 5,98%) da ocitocina quando
comparado com 0 GC (Emax= 100%, pCEso = 3,14 *+ 0,14), apresentando diferenca
significante entre os dois grupos (Grafico 1 e Tabela 2).

Quando os animais eram suplementados com a Spirulina platensis na dose de
100 mg/kg (Disp + SP), a alga preveniu 0 aumento da poténcia e eficacia contratil da
ocitocina (pCEso = 3,64 = 0,15; Emax = 87,6 £ 8,36%) quando comparado ao DisP
(Gréfico 1 e Tabela 2), os grupos apresentaram diferenca significante em relacdo a
eficacia contratil. No grupo DisP + Esc + Dip (Emax= 105,8 + 8,43%, pCEso = 3,84 *
0,14), ndo houve diferenca estatistica quando comparado aos demais grupos (Grafico
2 e tabela 2).
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Grafico 1 - Efeito da suplementacédo alimentar com Spirulina platensis sobre as curvas
concentra¢des-resposta cumulativas a ocitocina em Utero isolado de ratas em GC (O ), DisP

(m), DisP + SP (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, seguido do pds-teste de Tukey. *p < 0,05 (GC vs. DisP). @p < 0,05 (DisP +
SP vs. DisP). GC = grupo controle; DisP = grupo com dismenorreia primaria; DisP + SP =

grupo com dismenorreia primaria e suplementado com Spirulina platensis na dose de 100
mg/kg.

Fonte: Autor, 2024.
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Grafico 2 - Efeito da suplementacédo alimentar com Spirulina platensis sobre as curvas
concentra¢des-resposta cumulativas a ocitocina em Utero isolado de ratas em GC (O ), DisP

(m) e DisP + Esc + Dip (V).
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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 pds-teste de Tukey. *p < 0,05 (GC vs. DisP). #p < 0,05 (DisP +
Esc + DisP vs. DisP). GC = grupo controle; DisP = grupo com dismenorreia primaria; DisP +

Esc + Dip = grupo com dismenorreia primaria e tratado com a droga padrao (escopolamina +
dipirona 1,2 mg/kg).

Fonte: Autor, 2024.
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Tabela 2 - Valores de Emax € de pCEso de ocitocina em Utero isolado de rata em GC, DisP,
DisP + SP e DisP + DP.

Grupos Emax (%0) pCEso
GC 100 3,14+0,14
DisP 130,8 + 5,98* 3,36 £ 0,20
DisP + SP 87,6 + 8,36@ 3,64 £0,15
DisP + Esc + Dip 105,8 + 8,43% 3,84+0,14

ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey, *p < 0,05 (GC vs DisP); @p < 0,05 (DisP vs.
DisP + SP) #p < 0,05 (DisP vs. DisP + Esc + Dip), (n =5). GC = grupo controle; DisP = grupo
com dismenorreia primaria; DisP + SP = grupo com dismenorreia primaria e suplementado
com Spirulina platensis na dose de 100 mg/kg; DisP + Esc + Dip = grupo com dismenorreia
primaria e tratados com a droga padréo (escopolamina + dipirona 1,2 mg/kg).

Fonte: Autor, 2024.
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5.2 Efeito da dismenorreia primaria e/ou da suplementacdo com S. platensis
sobre a curva cumulativa de ocitocina na auséncia e na presenca da

indometacina em Utero isolado de ratas

N&o houve diferenca significante entre as curvas cumulativas de contracéo da
ocitocina com relacdo aos parametros de eficacia e poténcia na auséncia (Emax =
100%; pCEso = 3,05 = 0,2, respectivamente) e na presenca (Emax = 105 = 7,2%;
pCEso = 2,96 + 0,06, respectivamente) da indometacina no GC (Gréfico 3 e Tabela 3).

No grupo DisP houve uma diminuicdo significante da eficacia contratil da
ocitocina, mas néo da poténcia, na presenca da indometacina (Emax = 83,1 + 3,4%;
pCEso= 3,87 + 0,2, respectivamente) quando comparado a curva desse mesmo grupo
na auséncia desse inibidor (Emax = 100%; pCEso = 3,61 + 0,2, respectivamente)
(Grafico 3 e Tabela 3).

Por sua vez, no grupo DisP + SP100, observou-se que as curvas de contracao
a ocitocina foram sobrepostas na auséncia (Emax = 100%; pCEso = 3,6 + 0,1) e na
presenca (Emax= 92,0 + 10,4%; pCEso = 3,48 £+ 0,2) da indometacina, sem alteracéo
da eficacia e da poténcia contratil da ocitocina, sem diferenca significante entre as

duas curvas (Grafico 3 e Tabela 3).
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Gréfico 3 — Efeito da dismenorreia primaria e/ou da suplementac¢do com S. platensis sobre
a curva cumulativa de ocitocina na auséncia (@) e na presenca (m) da indometacina em
Gtero isolado de ratas; (A) GC; (B) DisP; (C) DisP + SP.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e 0 e.p.m., respectivamente (n = 5).
Teste t de student. *p < 0,05 (curva na auséncia vs. curva ha presenca da indometacina).

Fonte: Autor, 2024.



Melchiades, 2024 Resultados | 68

Tabela 3 - Valores de Emax € de pCEsp de ocitocina em Utero isolado de rata, nos GC, GC +
indometacina, DisP, DisP + indometacina, DisP + SP e DisP + SP + indometacina.

Grupos Emax(%0) pCEso
GC 100 3,05+0,2
GC + indometacina 105+7,2 2,96 + 0,06
DisP 100 3,61+0,2
DisP + indometacina 83,1 + 3,4* 3,87 +0,2
DisP + SP 100 3,60+0,1
DisP + SP + indometacina 92,0+10,4 3,48 +0,2

Testt*p < 0,05 (DisP vs DisP + indometacina), (n=5). GC = grupo controle; GC + indometacina
= grupo controle na presenca de inibidor; DisP = grupo com dismenorreia primaria; DisP +
indometacina = grupo com dismenorreia primaria na presenca do inibidor; DisP + SP = grupo
com dismenorreia primaria e suplementado com Spirulina platensis na dose de 100 mg/kg;
DisP + SP + indometacina = grupo com dismenorreia primaria e suplementado com Spirulina
platensis na dose de 100 mg/kg na presenca do inibidor.

Fonte: Autor, 2024
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5.3 Efeito da dismenorreia primaria e/ou da suplementacdo com S. platensis
sobre a curva cumulativa de ocitocina na auséncia e na presenca do tempol em

Utero isolado de ratas

N&o houve diferenga entre as curvas cumulativas de contragdo da ocitocina
com relacdo aos parametros de eficacia e poténcia na auséncia (Emax = 100%;
pCEso = 3,1 + 0,1, respectivamente) e na presenca (Emax = 86,4 + 10,6%;
pCEso = 3,30 + 0,17) do tempol no GC (Gréfico 4 e Tabela 4).

No grupo DisP houve uma diminuicdo da eficacia contrétil da ocitocina, mas
ndo da poténcia, na presenca do tempol (Emax = 52,8 + 8,06%; pCEso = 3,22 = 0,1)
guando comparado a curva na auséncia (Emax = 100%; pCEso = 2,95 + 0,15) (Grafico
4 e Tabela 4).

Por sua vez, no grupo DisP + SP100, observou-se que as curvas de contracao
a ocitocina foram sobrepostas na auséncia (Emax = 100%; pCEso = 3,60 + 0,1) e na
presenca (Emax = 98,8 + 6,8%; pCEso = 3,97 = 0,16) do tempol, sem alteragdo da

eficacia e da poténcia contrétil da ocitocina (Gréafico 4 e Tabela 4).
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Gréfico 4 - Efeito da dismenorreia primaria e/ou da suplementacdo com S. platensis sobre a

curva cumulativa de ocitocina na auséncia (®) e na presenca () do tempol em Utero isolado
de ratas; (A) GC; (B) DisP; (C) DisP + SP

125 A B
125
100
= 100
S -
s X
8 7 o 754
S g
S 50 ©
8 £ o )
25— S
25+
0_
0_
[ [ | [ [ |
6 5 4 3 2 1 A R S —
log [OCI] Ul/mL 8 8 4 B 2 1
"09 Jlog [OCI] UlimL
C
125
100-
‘5‘?‘-
o 75-
1)
4
£ 50 %
o]
O
25-]
0- m

6 5 4 3 2 1
-log [OCI] Ul/mL

Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5),
Teste t *p < 0,05 (curva na auséncia vs. curva na presenca do tempol).

Fonte: Autor, 2024.
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Tabela 4 - Valores de Emax € de pCEso de ocitocina em Utero isolado de rata, nos GC, GC +
tempol, DisP, DisP + tempol, DisP + SP e DisP + SP + tempol.

Grupos Emax(%0) pCEso
GC 100 3,10+0,10
GC + tempol 86,4 £ 10,6 3,30 £0,17
DisP 100 2,95+ 0,15
DisP + tempol 52,8 + 8,06* 3,22 +£0,10
DisP + SP 100 3,60 £ 0,10
DisP + SP + tempol 98,8 £ 6,8 3,97 + 0,16

Test t de student *p < 0,05 (DisP vs DisP + tempol), (n=5). GC = grupo controle; GC + tempol
= grupo controle na presenca de mimético; DisP = grupo com dismenorreia primaria; DisP +
tempol = grupo com dismenorreia primaria na presenca do mimético; DisP + SP = grupo com
dismenorreia priméria e suplementado com Spirulina platensis na dose de 100 mg/kg; DisP +
SP + tempol = grupo com dismenorreia primaria e suplementado com Spirulina platensis na
dose de 100 mg/kg na presenca do mimético.

Fonte: Autor, 2024
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5.4 Efeito da dismenorreia primaria e/ou da suplementacdo com S. platensis

sobre a curva cumulativa de ocitocina na auséncia e na preseng¢a da apocinina
em utero isolado de ratas

N&o houve diferenga entre as curvas cumulativas de contragdo da ocitocina

com relacdo aos parametros de eficacia e poténcia na auséncia (Emax = 100%;

+ 2,5%;

+

pCEso = 3,54 + 0,06; respectivamente) e na presenca (Emax = 95,9
pCEso = 3,45 + 0,14) da apocinina no GC (Grafico 5 e Tabela 5).

No grupo DisP houve uma diminuicdo da eficacia contratil da ocitocina, mas
ndo da poténcia, na presenga da apocinina (Emax= 81,98 + 4,9%; pCEso= 3,51 £+ 0,09)

guando comparado a curva na auséncia (Emax = 100%; pCEso = 3,64 + 0,06) (Grafico
5 e Tabela 5).

Por sua vez, no grupo DisP + SP100, observou-se que as curvas de contracao
a ocitocina foram sobrepostas na auséncia (Emax= 100%; pCEso = 3,23 £ 0,10) e na
presenca (Emax= 95,8 * 6,5%; pCEso = 3,31 £ 0,17) da apocinina, sem alteracao da
eficacia e da poténcia contratil da ocitocina (Gréafico 5 e Tabela 5).
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Gréfico 5 - Efeito da dismenorreia primaria e/ou da suplementacédo com S. platensis sobre a

curva cumulativa de ocitocina na auséncia (®) e na presenca (M) da apocinina em utero
isolado de ratas; (A) GC; (B) DisP; (C) DisP + SP.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5),
Teste t *p < 0,05 (curva na auséncia vs. curva na presenca da apocinina).

Fonte: Autor, 2024.
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Tabela 5 - Valores de Emax € de pCEso de ocitocina em Utero isolado de rata, nos GC, GC +
apocinina, DisP, DisP + apocinina, DisP + SP e DisP + SP + apocinina.

Grupos Emax (%) pCEso
GC 100 3,54 £ 0,06
GC + apocinina 95,9+25 3,45+0,14
DisP 100 3,64 £ 0,06
DisP + apocinina 81,9 £4,9* 3,51 £0,09
DisP + SP 100 3,23+0,10
DisP + SP + apocinina 95,8 £ 6,5% 3,31+£0,17

Testt *p < 0,05 (DisP vs DisP + apocinina), (n=5). GC = grupo controle; GC + apocinina =
grupo controle na presenca de inibidor; DisP = grupo com dismenorreia primaria; DisP +
apocinina = grupo com dismenorreia primaria na presenca do inibidor; DisP + SP = grupo com
dismenorreia primaria e suplementado com Spirulina platensis na dose de 100 mg/kg; DisP +
SP + apocinina = grupo com dismenorreia primaria e suplementado com Spirulina platensis
na dose de 100 mg/kg na presenca do inibidor.

Fonte: Autor, 2024
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5.5 Efeito da dismenorreia primaria e/ou da suplementacdo com S. platensis
sobre a curva cumulativa de ocitocina na auséncia e na presencga do L-NAME

em Utero isolado de ratas

N&o houve diferenca entre as curvas cumulativas de contragdo da ocitocina
com relacdo aos parametros de eficacia e poténcia na auséncia (Emax= 100%; pCEso
= 3,56 + 0,10, respectivamente) e na presenca (Emax = 99 + 7,32%; pCEso = 3,08 £
0,13) do L-NAME no GC (Gréfico 6 e Tabela 6).

No grupo DisP houve uma diminuicdo da eficacia contratil da ocitocina, mas
ndo da poténcia, na presenca do L-NAME (Emax= 76,4 = 9,03 %; pCEso = 3,14 + 0,09)
guando comparado a curva na auséncia (Emax = 100%; pCEso = 3,25 + 0,07) (Grafico
6 e Tabela 6).

Por sua vez, no grupo DisP + SP, observou-se que as curvas de contracdo a
ocitocina foram sobrepostas na auséncia (Emax = 100%; pCEso = 3,56 + 0,10) e na
presencga (Emax= 91,6 £ 9,07%; pCEso = 3,69 + 0,10) do L-NAME, sem alteracdo da

eficacia e da poténcia contratil da ocitocina (Gréafico 6 e Tabela 6).
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Gréfico 6 - Efeito da dismenorreia primaria e/ou da suplementacédo com S. platensis sobre a

curva cumulativa de ocitocina na auséncia (@) e na presenca (m) do L-NAME em Gtero isolado
de ratas; (A) GC; (B) DisP; (C) DisP + SP

125-
125- B
100-
= 100
g 75-] s
g l§| 75_
| ..
£ 507 g
8 € 50
25 3
25-
0_
0_
[ | | | [ ]
6 5 4 3 2 1 T T T T T T
-log [OCI] Ul/mL 6 5 4 3 2 1
) -log [OCI] Ul/mL
125- C
100-
°
o 754
g
4
e
€ 50
=]
)
25
[]_

-log [OCI] UImL

Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5),
Teste t *p < 0,05 (curva na auséncia vs. curva na presenca da apocinina).

Fonte: Autor, 2024.
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Tabela 6 - Valores de Ensx € de pCEso de ocitocina em Utero isolado de rata, nos GC, GC + L-
NAME DisP, DisP + L-NAME, DisP + SP e DisP + SP + L-NAME.

Grupos Emax(%0) pCEso
GC 100 3,56 £ 0,10
GC + L-NAME 99 +7,32 3,08 +0,13
DisP 100 3,25+ 0,07
DisP + L-NAME 76,4 £ 9,03* 3,14 £ 0,09
DisP + SP 100 3,56 £0,10
DisP + SP + L-NAME _ 91,6 £ 9,07 _ 3,69 +£0,10

Testt *p < 0,05 (DisP vs DisP + L-NAME), (n=5). GC = grupo controle; GC + L-NAME = grupo
controle na presenca de inibidor; DisP = grupo com dismenorreia primaria; DisP + L-NAME =
grupo com dismenorreia primaria na presenca do inibidor; DisP + SP = grupo com
dismenorreia primaria e suplementado com Spirulina platensis na dose de 100 mg/kg; DisP +
SP + L-NAME = grupo com dismenorreia primaria e suplementado com Spirulina platensis na
dose de 100 mg/kg na presenca do inibidor.

Fonte: Autor, 2024
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Neste estudo, o modelo de DisP foi induzido por meio da administracao do
dietilestilbestrol durante 10 dias em ratas, 0 que resultou em uma hipercontratilidade
uterina, sendo possivel observar que o mecanismo fisiopatologico envolvido na DisP
provavelmente esta associado ao aumento de prostanoides contrateis, ao aumento
da producdo de O3 e NO gerando, provavelmente, o ONOO", causando assim por

estes mecanismos 0 aumento da contracao uterina.

Essa hipercontratilidade uterina foi prevenida quando os animais com DisP
foram suplementados com Spirulina platensis, na dose de 100 mg/kg. Seu mecanismo
de acdo envolve uma possivel diminuicdo da producdo de prostanoides contrateis,
além da sua atuacdo numa provavel modulacdo negativa da NADPH oxidase e
sequestro do radical superéxido, e reduzindo a atividade da NOS, que possivelmente
levaria a diminuicdo da formacdo de ONOO- e, consequentemente, a

hipercontratilidade uterina na DisP.

A fisiopatologia da DisP é atribuida, principalmente, ao aumento da producéo
de prostaglandinas, que provocam contracdes excessivas ho miométrio, levando a
isquemia e hipdxia do muasculo liso uterino, causando dor. Esse quadro é semelhante
as contracdes uterinas induzidas por prostaglandinas durante o parto, com
observacbes do aumento de prostaglandinas no fluido menstrual de mulheres com
DisP (Guimaraes; Povoa, 2020).

Em utero de ratas Wistar com DisP, Lacerda-Junior (2022) observou que houve
um aumento da reatividade contratii para o agonista ocitocina, enquando a
suplementacao por dias alternados com a Spirulina platensis na dose de 100 mg/kg

promoveu uma prevencdo do aumento da eficacia contratil da ocitocina.

Diferentemente do que foi feito por Lacerda-Junior (2022), e a fim de
mimetizarmos a frequéncia de uso da SP, como suplemento alimentar em seres
humanos, a administracdo diaria foi adotada para garantir a manutencédo dos niveis
de nutrientes e compostos bioativos no organismo, conforme descrito por estudos que
demonstram os efeitos positivos da suplementacdo diaria em parametros como
inflamacao e estresse oxidativo (Khan et al., 2005). De acordo com os resultados, 0s
animais com DisP apresentaram uma maior hipercontratilidade uterina quando

comparados aos animais do grupo controle (Grafico 1 e tabela 2), quando os animais
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com DisP receberam a suplementacéo didria com SP, os resultados mostraram que

provavelmente, a SP previne totalmente as alteracdes ocasionadas pela DisP.

A partir dos resultados prévios de Lacerda-Junior (2022), decidiu-se prosseguir
com a avaliagcéo das alteragGes causadas pela DisP e a prevencao desses efeitos com
a suplementacéao alimentar com S. platensis na dose de 100 mg/kg, realizando curvas
concentracfes-resposta cumulativas a ocitocina na auséncia e na presenca de
ferramentas farmacoldgicas envolvidas nas vias de sinalizagdo da inflamacéo, do

estresse oxidativo e do 6xido nitrico.

De acordo com Nagy e Khan (2022), a producéo excessiva de prostanoides
na camada endometrial € um fator chave para a DisP, tendo destaque principal a
PGF2q. Além disso, a contragao uterina reduz o fluxo sanguineo, resultando em hipoxia
e acumulo de ROS que, quando em niveis elevados, desencadeiam alteracdes
oxidativas nas células do sistema reprodutor, contribuindo para inflamacdo e danos
ao endométrio e miométrio (Sirmali et al., 2007; Guney et al., 2008; Dikensoy et al.,
2008).

Sendo assim, decidimos investigar se 0 aumento de prostanoides contrateis,
estariam envolvidos na hipercontratilidade uterina nas ratas do modelo experimental
de DisP. Para isso, realizamos curvas concentragdo-resposta cumulativas a ocitocina
na auséncia e na presenca da indometacina, um inibidor ndo seletivo de COX
(Cartledge; Eardley; Morrison, 2000).

De acordo com os resultados, no GC nao houve alteracéo de contratilidade na
presenca da indometacina (Grafico 3A), diferentemente do grupo DisP, onde a curva
na presenca do inibidor apresentou uma diminuicdo da eficacia, comparado a curva
na auséncia da indometacina (Gréafico 3B). Esses resultados sugerem que,
provavelmente, no modelo experimental de DisP o aumento da contracédo envolve a
ativacdo da COX e o aumento da sintese de prostanoides contrateis, como a PGFzq,
ja que a curva de contracdo na presenca da indometacina apresentou uma menor
eficicia contratil que a curva de contracdo na auséncia da indometacina, sugerindo
assim, que os animais com DisP apresentam uma maior atividade das ciclo-
oxigenases e a indometacina foi capaz de diminuir esta atuacédo. Esses resultados

estdo de acordo com os dados da literatura que mostram que na DisP ha um aumento
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de PGF2q, que eleva a pressao intrauterina e causa contragdes intensas, resultando
em vasoconstri¢do, reducao do fluxo sanguineo e dor aguda no utero (Falciroli; Souza,
2015; Bernardi et al., 2017; Silva, 2022).

Na avaliacao do efeito da SP sobre as COX nos questionamos se a alga previne
a hipercontratilidade uterina em ratas com DisP por meio dessa via; para isso,
realizamos curvas concentracao-resposta cumulativas a ocitocina na auséncia a na
presenca da indometacina (Grafico 3C), e observou-se que as curvas de contracao
foram sobrepostas, indicando que, possivelmente, os constituintes da SP atuam sobre
as COX, alterando o padréo de liberacdo e sintese de prostanoides contrateis. Esse
achado pode ser atribuido a presenca do seu principal pigmento antioxidante, a C-
ficocianina (Reddy et al., 2000).

Com base no que ja foi descrito, o estresse oxidativo tem sido cada vez mais
reconhecido como um fator crucial na fisiopatologia da DisP. A isquemia e a hipoxia,
resultantes das contracfes uterinas intensas durante o ciclo menstrual, desempenham
um papel importante. Essas condi¢des diminuem o fluxo sanguineo para 0 mioméetrio,
levando ao acumulo de radicais livres, destacando-se as ROS, que estédo associadas
aos sintomas dolorosos, sugerindo, assim, que o desequilibrio oxidativo pode agravar
a intensidade e a frequéncia das célicas menstruais, o entendimento de como o
estresse oxidativo contribui para a DisP continua em desenvolvimento, mas os dados
disponiveis apontam para uma relacao significativa entre o aumento dos radicais livres

e a manifestagéo dos sintomas da DisP (Dikensoy et al., 2008).

Sendo assim, decidimos investigar se o0 aumento de ROS e o consequente
aumento do estresse oxidativo estariam envolvidos na hipercontratilidade uterina nas
ratas do modelo experimental com DisP (Grafico 4). Para isso, realizamos curvas
concentracdo-resposta cumulativas a ocitocina na auséncia e na presenca do tempol,

um sequestrador do anion superéxido (Peixoto et al., 2009).

De acordo com os resultados, no GC ndo houve alteracdo de na presenca do
tempol (Gréfico 4A), diferente do grupo DisP, em que a curva de contracao a ocitocina
na presenca do sequestrador apresentou uma diminuicdo da eficacia (Grafico 4B).
Este ultimo resultado mostra que no modelo experimental de DisP, provavelmente,
ocorreu um aumento do estresse oxidativo, provavelmente pelo aumento na producéo

do anion superoxido, ja que as curvas na presenca do tempol apresentou uma menor
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eficacia contratil que a curva na auséncia, isso nos leva a entender que o mimeético foi
capaz de neutralizar o excesso de anion superéxido e com isso apresentar uma menor
eficacia contratil. Esse resultado pode ser corrabolarado com o que é relatado na
literatura, em que o estresse oxidativo tem sido identificado como um fator relevante

na fisiopatologia da DisP (Dikensoy et al., 2008).

Caso a suplementacao alimentar com a SP na dose de 100 mg/kg alterasse
0s niveis intracelulares de O3 nos cornos uterinos de ratas, a curva concentragao-
resposta cumulativa da ocitocina na presenca do tempol deveria apresentar
magnitude similar ao observado no grupo DisP + SP na auséncia do mimético e
observou-se que ndo houve mudanca contratil nas duas curvas, este resultado reforca
a ideia que a SP diminuiu o estresse oxidativo por diminuir a formacdo do anion

superoéxido.

Essa diminuicdo do estresse oxidativo pode estar relacionado com a C-
ficocianina presente na SP, ja que de acordo com a literatura, ela reduz o estresse
oxidativo, agindo de forma similiar a outros antioxidantes, impede a formacéo de ROS
e neutraliza as que ja estdo presentes, contribuindo para a reducdo do risco de
doencas relacionadas ao estresse oxidativo (Gdara et al., 2018; Mohammadi-Gouraji
et al., 2019; Dias, 2021).

O anion superoxido desempenha um papel crucial no agravamento da DisP,
pois promove a ativacdo do NF-kB e, subsequente, a produgdo de citocinas que
aumentam a inflamacgao e o desconforto uterino. Estudos confirmam que a ativagéo
de NF-kB pelas ROS esta diretamente relacionada ao aumento dos sintomas
inflamatérios e dolorosos observados na dismenorreia primaria (LU et al., 2018;
TENORIO et al., 2019).

Sendo assim, para confirmar se no modelo experimental de DisP ocorre o
aumento na produgcdo ROS através da NADPH oxidase, enzima responséavel pela
producdo do O3z, decidimos investigar a sua participacdo ao realizarmos curvas
concentracdo-resposta cumulativas a ocitocina na auséncia e na presenca da

apocinina, inibidora da NADPH oxidase (Sovari; Morita; Karagueuzian, 2008).

De acordo com os resultados, no GC ndo houve alteracéo de contratilidade na
presencga da apocinina (Grafico 5A), diferentemente do grupo DisP, onde a curva na

presenca do inibidor apresentou uma diminuicdo da eficacia (Grafico 5B). Este
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resultado entdo, nos mostra que no modelo experimental de DisP, provavelmente,
ocorreu um aumento do estresse oxidativo por meio da atividade da enzima NADPH
oxidase, aumentando a producao do O3, pois a curva de contracdo na presenca da
apocinina apresentou uma menor eficacia contratil quando comparada a curva na
auséncia do inibidor, isto sugere entdo, que a apocinina foi inibiu a enzima NADPH

oxidase e, assim, diminuiu a producédo do anion superoéxido.

Na avaliagcéo do efeito preventivo da SP, nos questionamos se a alga poderia
de alguma forma diminuir a atividade da NADPH oxidase e assim afetar a
hipercontatilidade em ratas com DisP através da diminuicdo da producdo de ROS.
Para isso, realizamos curvas concentragdo-resposta cumulativas a ocitocina na
auséncia a na presenca da apocinina (Gréfico 5C), e observamos que as curvas foram
sobrepostas, este resultado reforca a ideia que a SP diminuiu o estresse oxidativo,
provavelmente por atuar na expressao do anion superoxido. Vale destacar ainda, que
as ficobiliproteinas, como a C-ficocianina e a aloficocianina, desempenham func¢des
essenciais em diversas atividades biolégicas e farmacoldgicas benéficas, incluindo
efeitos antioxidantes, sendo um potente inibidor das enzimas NOX, contribuindo para
a neutralizacdo de radicais livres e reducao de espécies reativas de oxigénio (ROS),
como radicais hidroxila, peroxila, hipoclorito e peroxinitrito (Romay et al., 2003; Serban

et al., 2016; Shokri et al., 2014; Liwa et al., 2017 Reboleira et al., 2019).

O NO pode reagir com o anion superoxido e formar o peroxinitrito, uma
molécula reativa que pode desencadear uma série de reacdes prejudiciais, incluindo
a ativacdo de enzimas e proteinas que aumentam a contratilidade uterina (ativacéo
da PKC, estimulacdo da atividade das COXs, além da inibicdo da sintase de PGlze a
ativacao da sintase de TxAz) (Guliaeva et al., 1998; Higashi et al., 2014; Zou et al.,
1997, Alanazi et al., 2018).

Nesse sentido, a producdo do NO pode ser mediada por trés isoformas da
enzima NOS, sendo as isoformas NOS1 e a NOS3 constitutivas e envolvidas no
controle da neurotransmisséo e na regulacdo do fluxo sanguineo, respectivamente,
enquanto que a isoforma NOS2, é sintetizada pelas células do sistema imune em
resposta a estimulos como citocinas e endotoxinas, resultando em uma producéo
muito mais elevada de NO durante processos inflamatorios (Bath et al., 2021; Vieira
et al., 2024).
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Esse aumento na producdo de NO e a sua reacao com o O3, forma o ONOO-,
este que é responsavel pela ativacao de vias que, em conjunto, favorecem o aumento
das contracdes uterinas, agravando os sintomas dolorosos da DisP (Guliaeva et al.,
1998; Higashi et al., 2014; Zou et al., 1997; Alanazi et al., 2018).

Dessa forma, decidimos investigar se a maior producdo de NO e sua
subsequente reacdo com o O3 estariam envolvidos na hipercontratilidade uterina
observada nas ratas do modelo experimental de DisP. Para isso, realizamos
experimentos utilizando curvas concentracées-resposta cumulativas a ocitocina, tanto
na auséncia quanto na presenca do L-NAME, uma substancia inibidora ndo seletiva
da NOS (Gréfico 6) (Vignozzi et al., 2006).

De acordo com os resultados, no GC nao houve alteracédo de contratilidade na
presenca do L-NAME (Gréfico 6A), diferentemente do grupo DisP, onde a curva na
presenca do inibidor apresentou uma diminuicdo da eficacia (Grafico 6B), este
resultado entdo, nos mostra que no modelo experimental de DisP, provavelmente,
ocorreu um aumento na producdo do NO e este ao reagir com o anion superoéxido,
formou o peroxinitrito, 0 que leva ao aumento da contratilidade uterina, ja que a curva
na presenca do L-NAME apresentou uma menor eficacia contratil quando comparada

com a curva na auséncia.

Sendo estes achados de acordo com as informag¢des encontradas na literatura,
sugerindo assim, que o peroxinitrito € um fator relevante na fisiopatologia da DisP, pois
através da reacdo do NO com o O3z, vai ocorrer a formacdo do ONOO", o que pode
ativar enzimas e proteinas, como a PKC, aumentando a contratilidade uterina
(Guliaeva et al., 1998; Higashi et al., 2014; Zou et al., 1997; Alanazi et al., 2018).

Entdo, resolvemos avaliar se o feito preventivo pela qual a SP impede o
aumento da hipercontratilidade uterina em ratas com DisP se da através da sua acao
sobre NOS. Para isso, realizamos curvas cumulativas concentracdo-resposta a
ocitocina na auséncia a na presenca do L-NAME, um inibidor ndo-seletivo das NOS
(Vignozzi et al., 2006). Os resultados demonstraram que ndo houve mudanca na
eficacia contrétil nas duas curvas, sugerindo entdo, que a SP modula a producéo de

o6xido nitrico.
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Diante dos resultados expostos, é possivel observar que a DisP, induzida por
diestilestilbestrol, pode ser desenvolvida através do aumento na producdo de
prostanoides contrateis, como a PGF2q, uma maior produgéo de ROS, principalmente
0 anion superoxido, e uma maior atividade da NOS2 (Figura 15), levando ao aumento

da contratilidade uterina, ocasionando assim os sintomas associados a DisP.

Além disso, foi possivel compreender o efeito preventivo da SP em diminuir a
contracdo uterina a ocitocina por atuar em diversas vias, como uma provavel
diminuicao da atividade da COX, exercer uma modulacao negativa da NADPH oxidase
e atuar como antioxidante, dismutando o anion superéxido, dimiuindo o estresse
oxidativo, e possivelmente evitando a formacéao do peroxinitrito, através da diminuigédo

da formacéo de NO pela NOS2, estes eventos vao diminuir a eficacia contratil uterina
e assim, diminuir os sintomas associados a DisP (Figura 15).

Figura 15 - Mapa conceitual da DisP induzida por diestilestilbestrol em ratas e 0 mecanismo
farmacomecénico da prevencgdo da DisP através da suplementacdo com Spirulina platensis

na dose de 100 mg/kg.
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A modulacdo da reatividade contratil uterina pela dismenorreia primaria (DisP) em ratas
envolve: 1. ativacdo da via dos prostanoides contrateis; 2. aumento na producéo das espécies
reativas de oxigénio (ROS); 3. Oxido nitrico reagindo com ROS e formando peroxinitrito. A
Spirulina platensis (SP) previne o aumento da reatividade contratil em ratas com DisP por: 4.
inibicdo das ciclo-oxigenases (COX); 5. modulagdo negativa da enzima NADPH oxidase; 6.
dismutacdo do anion superéxido. 7. A SP modula a sintese de éxido nitrico (NOS).

Fonte: Autor, 2024
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Na investigagdo do mecanismo fisiopatologico envolvido nas alteracbes de
reatividade contrétil em Gtero de ratas Wistar com DisP, conclui-se que ha um aumento

da resposta contratil provavelmente por:

+ aumento dos prostanoides contrateis a partir do AA,
+ diminuicdo da atividade da SOD;

+ aumento da producao de anion superoxido;

= aumento da sintese de NO e formagéo do peroxinitrito.

Ja na investigacdo do mecanismo de acdo pelo qual a suplementacdo com
Spirulina platensis previne as alteracdes de reatividade contratil induzidas pela DisP
no acoplamento farmacomecéanico em utero de ratas Wistar, conclui-se que a S.

platensis possivelmente:

+ diminui a producao de prostanoides contrateis;
+ diminui a geracao do anion superoxido;

+ modula negativamente a NADPH oxidase;

= afeta a formagé&o do NO.
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Anexo 1 — Certificado de analise da Spirulina platensis
. .. o
o =|n 4
o 1
o : °
i pharma
:2:-
CERTIFICADO DE ANALISE
Insumo: Espirulina 60% Data de Analise: 27-10-2017 =
Lote interno: 17J11-8004-025041 Lote Fabricante: SP17132
' Data de Fabricagdo: | 19-06-2017 Data de Validade: 18-06-2020
Origem: China Procedéncla: Hong Kong
Condicoes de y Ordem de
Armazenamento: | TemPeratura Ambiente Fracionamento: | 25041 -
focB:  — e . Toci: -
CAS: - Peso Molecular: -
Formula Molecular: | -
Observagbes: | Parte Utllizada: | Toda a planta | Nome Cientifico: | Speulina platensis
Testes |  Especificacd Resultados | Unidade  Referéncias
Descrigho * | Po ling verde, com leve odor de algas Conforme ' | Fabncante
t Sabor Leve de algas Conforme Fabricante
Beomdon <« 8,0% ( 29/ 105°C/ Peso constante 444 % Fabricante
Proteina 1| 653 % Fabricante
Cinzas tolass [' =80 6.83 % Fabncarte
1 .
Total Carctenoides * AF. 03 0,30 91009 Fabncante
|
Arsénig * l <« 10 0,081 pem Fabacante
r 1
Chymbo * l <= 20 Nao detectado ppm Fabncante
:wmo o i | <= 0.1 0012 ppm Fabricante
Marcuna <= 0,1 Conforme pom Fabncante
Granulometna 100 passa malha 80 Conformo % Fabricante
| Densidade Aparente * | + ou-0.5 047 gimL Faricante
Tostes B
Mobwiocss. | s
W'W‘s’:"‘““ ;. 100000 : ) <1000 UFCig Fabricante
bi"‘;noosouvedsns <= 300 <10 UFCl Febricante
Salmonelia * Negatvo Negativo Fabricante
|
Echenchia cob * I Negativo Negativo Fabeicante
Coliformes B <= 10 <10 UFCig Fabncante
| SIwwlococo:s Negauvo Negativo Fabncante
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]
LS '..
CERTIFICADO DE ANALISE

Minsumo: Espirulina 60% Data de Anilise: 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
\c;mzemn:uo' Tomporatura Amblents Fndon:mm- s

' DCB: DClI:

| CAS: Peso Molecular:

| Férmula Molecular: | - =

| Observagoes: Parte Utilizada: | Toda a planta [ Nome Cientifico: | Spirulina platensis
* Resultados cbikics em nol

foram transcritos conforme cersficado de andlise do fabricante,

Conclusdo:

Aprovado
Reprovado

==
Responsével Técnico
Jolo

Paulo Sartin Mendes
CRF-GO: N9 7355

X)
0

avel

s

Olivia Nelva Mesquita Mendes
CRF-GO: NO 5227

dvel Técnico Responsével Técnico
Ana Uigie Boer Barbosa
CRF-SP: 72.656

Fim do Documento

io de Controle de Cuaidade SM EMPREENDIMENTOS FARMACEUTICOS LTDA. E os demais

Eliene Ribeiro de Lima
CRF-GO- N© 11.361

Fonte: Laborat6rio de Controle de Qualidade SM EMPREENDIMENTOS

FARMACEUTICOSLTDA, 2017
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Anexo 2 - Copia do comprovante de aquisicdo do p6 de Spirulina platensis

NOMERO
PREFEITURA MUNICIPAL DE JOAD PESSOA So0uTs
SECRETARMA DE RECEITA MUNICPAL CODIG0 DE VERIFICAGAD
NOTA FISCAL DE SERVICOS ELETRONICA - NFS-0 2TSBRCLEY
DATA DA COMPETENCIA 156 ARETER N'DORPS  |N*DANFSe. N DA
25102017 19902017 Nso 26436 1002780
. l
NOMIE | NOME EMPRESARIAL DE FANTASIA B ~
ROVAL V1O COMERCIO FARMACEUTICO LTOA | 04.211.387/0001:70
pe fa MUNCIFAL | EQGIBIIDADE TRIBUTARIA W00 PELO SMPLES PELO SWWEI
£33126 Exghel K30 Nio
LOGRADOURC NOMERD
3 0%687
| CONPLEMENTO A
|LOUAS 1101 A 108 CENTRO e
{uunciFo : ADO ) ~[Ps.
|cer | TELEFONE 0 2 i
58013420 (R3] 1244-3438 S admnasraivorovalpGomed com
NOME | NOME ENPRESARIAL COF [ CNPS . MUNICIPAL
PAULA BENVINDO FERREIRA | 006.029 43314
—[romeno

1 0
Trb aprax N=RS4T. 08 ERSE) 00 MeR$0.00
Fonts: BT (PE) Veneo 1114

| CORAVINGULADA - CONSTRUGAD GIVE.

ESTADQ
Jodo Pasaca FB
VALCR 0O DESCONTO INCONDICIONADO
AS 350,00 R$ 0,00 RS 0.00 Fe$ 0.00
IS COFING INSS s
RS 0.00 R$ 0.00 R$ 0.00 R$ 0.00 30,00
OUTRAS RETENCOES BASE DE CALCILO ALIQUOTA 158 !
RS 000 R$ 350 00 - 5.00 % RS 17,50 RS 350,00 -

—

[
]

ErREEE AT

Fonte: Laboratério de Controle de Qualidade VTO COMERCIO FARMACEUTICO LTDA,
2017.
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Anexo 3 - Copia da certidéo de aprovacéo do projeto na Comisséo de Etica no Uso

de Animais (CEUA/UFPB)

Universidade Universadade Federal da Paraibe
Federal da @ Comisséo de Etica no
Paraiba CEUA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Investigagdo do mecanismo de acdo da Spirulina platensis na
hipercontratilidade Induzida por ocitocina em Gtero de ratas Wistar com dismenorreia primaria®, protocolada sob o
CEUA n? 4080310124 o ooz107), sob a responsabilidade de Luiz Henrique César Vasconcelos e equipe; Bagndlia
Araujo Costa; Matheus Kelvin do Nascimento Melchiades - que envolve a produgdo, 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 Experimenta¢ao Animal
(CONCEA), e foi APROVADA pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba
(CEUAJUFPB) na reunido de 07/03/2024.

We certify that the proposal "Investigation of the mechanism of action of Spirulina platensis on oxytocin-induced
hypercontractility in uterus of Wistar rats with primary dysmenorrhea®, utilizing 150 Heterogenics rats (150 females),
protocol number CEUA 4080310124 (o ooz107), under the responsibility of Luiz Henrique César Vasconcelos and
team; Bagndlia Araujo Costa; Matheus Kelvin do Nascimento Melchiades - 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
(CEUAJUFPB) in the meeting of 03/07/2024.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 03/2024 a 09/2024  Area: Fisiologia E Patologia

Origem:  Unidade de Producdo Animal IPeFarM
Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 90 a 120 dias Quantidade: 150
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 150a250¢g

Jodo Pessoa, 08 de margo de 2024

puract ClowrZF T

Prof. Dr. Luiz Henrique César Vasconcelos Profa. Dra. Glaucia Verissimo Faheina Martins
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da;?:;ﬁao de Etica no Uso de
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba

Cidade Universitaria, =/n - Castelo Branco Il Prédio da Reitoria - Gabinete da Vice-reitoria - CEP 58051.085 . jodo Pessoa/PB - tek 55 (83)
12167158
Horério de atendimento: 2¥ a 62 das 14 as 17h : e-mail: sstemaceusavisos.ufpb.br
CEUA N 2080210124




