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DIAS, Savia Francisca Lopes. Efeito relaxante da Goma do Cajueiro (Anacardium
Occcidentale L) purificada e em sistema de nanoparticulas sobre Gtero de rata. 2019. 105f.
Tese (doutorado em Biotecnologia) - Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2019.

RESUMO

O termo “dismenorreia” é utilizado para denominar as colicas menstruais dolorosas. O aumento
da contratilidade uterina foi proposto como uma das principais causas da dismenorreia primaria
(DP). Esse estudo prop0s o efeito relaxante da goma do cajueiro purificada (GCP) e em sistema
de nanoparticulas na contratilidade uterina de roedores. A Goma do Cajueiro foi extraida por
incisbes no tronco da arvore Anacardium Ocidentale e purificada em laboratério. O material
foi analisado por Espectroscopia no Infravermelho e Analise Elementar. Para investigagdo do
efeito relaxante em Gtero isolado de rata (in vitro) foram utilizadas ratas Wistar virgens (Rattus
norvegicus). Para o estudo in vivo foram utilizados camundongos fémeas virgens (Swiss).
Todos os animais foram pré-tratados com estradiol antes dos experimentos. As contracdes
uterinas em orgao isolado foram monitoradas por um transdutor de deslocamento de forca
conectado a um amplificador de sinal. Os estudos foram realizados em Utero pré-contraido com
ocitocina (102 UI/mL) ou KCI (60 mM) em diferentes concentraces da GCP (10°-10%ug/mL).
Foi investigado o efeito da GCP sob uma curva concentragdo-resposta a ocitocina. O
mecanismo de acdo foi estudado através da participacdo dos canais de potassio na presenca de
tetraetilaménio (TEA") 1mM e 5 mM. O teste de contorcédo induzida por ocitocina foi utilizado
como modelo de DP in vivo. A GCP foi ainda modificada por acetilacdo para sintese de
nanoparticulas. Esta foi realizada utilizando o método de dialise ou deslocamento do solvente e
analisadas em DLS, Potencial Zeta e indice de polidispersao (IPD). A estabilidade coloidal das
nanoparticulas foi monitorada por 12 meses. O tecido uterino foi coletado para exame
histolégico (H & E). A CGP reduz a contracgdo uterina induzida pela ocitocina in vitro de forma
significativa e dependente da concentragéo (CEso = 2,53 + 0,54 pg/mL) com eficacia maxima
(Emax) de 97,8 £ 0,8%. A caracteristica do antagonismo da contracgdo ¢ do tipo ndo competitivo.
Na presenca de ImM e 5 mM de TEA* o valor de Emax foi inferior a 50%, o que sugere o
envolvimento dos canais de K*. O estudo in vivo demonstrou que a GCP reduziu
significativamente o namero de contorcdes induzidas por ocitocina com uma inibicdo maxima
78,86 = 8,97% na dose de 0,3 mg/kg. Cortes histoldgicos confirmaram o efeito tocolitico da
GCP. O espectro do infra vermelho e analise elementar atestaram a originalidade da GC e
comprovam a hidrofobizacdo por acetilacdo. As NPSGCA foram sintetizas com particulas de
distribuicdo unimodal (tamanho: 257,63+1,60 nm; potencial zeta: -32,18+0,70 mV; IPD:
0,140+0,012). A estabilidade coloidal das nanoparticulas monitorada por 12 meses foi
confirmada, o que determina um parametro importante para interacdo e penetracdo de barreiras
biologicas. As NPsGCA inibiram 88,66% as contor¢cdes induzidas por ocitocina na
concentracdo de 0,03 mg/kg. Os cortes histologicos confirmaram o efeito tocolitico. O presente
estudo demonstrou a existéncia de um efeito terapéutico inovador da GCP e o aprimoramento
do mesmo em sistema de nanoparticulas, ao comprovar sua capacidade de diminuir a contracdo
do masculo liso uterino induzida por ocitocina in vitro e in vivo. O mecanismo do efeito
tocolitico foi estudado e sugere estar associado a ativacdo de canais de K*. Isso amplia as
possibilidades da Goma do Cajueiro ser mais investigada para o tratamento da DP.

Palavras-chave: Goma do Cajueiro; Nanoparticulas; Dismenorreia primaria.



DIAS, Savia Francisca Lopes. Relaxing effect of purified Cajueiro Gum (Anacardium
Occcidentale L) and nanoparticle system on rat uterus. 2019. 105f. Tese (doutorado em
Biotecnologia) - Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2019.

ABSTRACT

The term "dysmenorrhea™ is used to describe painful menstrual cramps. The increase in uterine
contractility was proposed as one of the main causes of primary dysmenorrhoea (PD). This
study proposed the relaxing effect of purified cashew gum (PCG) and nanoparticle system on
rodent uterine contractility. Cashew gum was extracted by incisions in the trunk of the
Anacardium occcidentale L tree and purified in the laboratory. The originality of the material
was proven by Infrared Spectroscopy and Elementary Analysis. To investigate the relaxing
effect in rat isolated uterus (in vitro) virgin Wistar rats (Rattus norvegicus) were used. For the
in vivo study, virgin female mice (Swiss) were used. All animals were pretreated with estradiol
prior to the experiments. Uterine contractions were monitored by a force-displacement
transducer connected to a signal amplifier. The studies were performed in uterus pre-contracted
with oxytocin (102 Ul/mL) or KCI (60mM) at different concentrations of PCG (10°-
10%ug/mL). The effect of PCG on a concentration-response curve to oxytocin was investigated.
The mechanism of action was studied through the participation of potassium channels in the
presence of TEA* 1 mM and 5 mM. The oxytocin-induced contortion test was used as a model
for in-vivo dysmenorrhea. PCG was further modified by acetylation to synthesize nanoparticles.
This was done using the dialysis method or solvent displacement and analyzed in DLS, Zeta
Potential and polydispersity index (PDI). The colloidal stability of the nanoparticles was
monitored for 12 months. The rats received the Nanoparticles of Acetylated Cashew Gum
(NPSACG) by gavage. The uterine tissue was collected for histopathological examination (H &
E). PCG relaxed the uterus when it was precontracted with 10 IU / mL oxytocin significantly
and concentration-dependent (ECso = 2.53 £+ 0.54 pg / mL) with maximum efficacy of 97.8 +
0.8%. The displacement of the curve to the right is observed, in a non-parallel manner with
reduction of Emax in relation to the concentration, which characterizes a non-competitive
antagonism and confirms that the PCG does not act at receptor levels. In the presence of the
blocker (TEA®) the value of Emax was only 49.05 + 4.33% for 5mM and 58.87% + 3% for 1mM,
which made it impossible to calculate the ECso. Thus suggesting the participation of K *
channels. Oral PCG significantly reduced the number of oxytocin-induced contortions
compared to the negative control group, maximum inhibition percentage of 78.86 + 8.97% at
the dose of 0.3 mg / kg. Histological sections confirmed the tocolytic effect of PCG. Infrared
spectrum and elemental analysis attest to the originality of GC and prove the hydrophobization
by acetylation. The NPSACG were synthesized with unimodal distribution particles (size:
257.63 + 1.60 nm, zeta potential: -32.18 £ 0.70 mV, PDI: 0.140 £ 0.012). The colloidal stability
of nanoparticles monitored for 12 months was confirmed, which determines an important
parameter for interaction and penetration of biological barriers. NPSACG inhibited the
oxytocin-induced contortions at the concentration of 0.03 mg / kg (88.66%). Histological
sections confirmed the tocolytic effect. The present study demonstrated the existence of an
innovative PCG effect and the improvement of the same in a nanoparticle system in
demonstrating its ability to decrease oxytocin-induced contraction of uterine smooth muscle in
vitro and in vivo. The mechanism of tocolysis suggests this is associated with the activation of
K* channels. This increases the possibilities of PCG to be investigated for the treatment of PD.

Keywords: Cashew Gum; Nanoparticles; Primary dysmenorrhea.
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1. INTRODUCAO

O termo “dismenorreia” ¢ derivado de palavra grega que significa fluxo mensal dificil.
E usado para denominar as colicas menstruais dolorosas que ocorrem durante a menstruagio
ou algumas horas antes desta. Caracteriza-se por dor, sob forma de coélica, habitualmente no
baixo ventre ou na regido lombar, onde sintomas como nauseas, diarreia ou cefaleia podem
acompanha-la ou ndo (DAWOOD, 2006).

Essa condicdo € classificada como priméaria (intrinseca, essencial ou idiopatica) se
ocorrer em mulher sem doenca pélvica; e secundaria (extrinseca, adquirida) se estiver
relacionada a uma afeccdo orgéanica pélvica como endometriose, leiomioma uterino, doenca
inflamatoria pélvica ou presenca de dispositivo contraceptivo intrauterino (BORGES et al.,
2007).

O aumento da contratilidade uterina foi proposto como uma das principais causas da
dismenorreia priméaria. Estudos clinicos demonstraram que, nesses quadros, a contracao
anormal pode reduzir o fluxo sanguineo uterino, levando a isquemia miometrial (YANG et al.,
2016). Para Nunes et al. (2013), esse problema pode afetar em grande propor¢do mulheres em
idade reprodutiva, interferindo principalmente em suas atividades cotidianas, afetando sua
qualidade de vida e bem-estar geral.

Chauhan (2012) afirma que os sintomas da dismenorreia primaria (DP) podem estar
relacionados com a acdo de prostaglandinas (PGs), onde a PGF2 o que ¢ liberada durante a
menstruacdo pode estimular as contracbes do miométrio, sensibilizando as terminacGes
nervosas e provocando a isquemia e dor. Desta maneira, a inibicdo na producdo das PGs no
endométrio, com a utilizacdo de anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES), apresenta-se como
o tratamento mais efetivo da dismenorreia primaria (FEBRASGO, 2013), entretanto ainda
assim sdo ineficazes em cerca de 20% a 25% das pacientes com DP (HAREL,2008).

Além disso, a ingestdo oral indiscriminada de AINES causa varios efeitos colaterais
sistémicos como nauseas, dispepsia, diarreia, ulceracdo e sangramento na mucosa, bem como
sintomas recorrentes (BORTOLON et al., 2008). A industria farmacéutica tem focado seus
esforcos no desenvolvimento de sistemas diferenciados na vetorizacdo de farmacos que
aumentem a biodisponibilidade e reduzam os efeitos colaterais dos farmacos (KIM et al., 2009).

Nesse contexto, terapias alternativas vém se destacando na tentativa de aliviar a
intensidade e a duracdo da dor ocasionada pela dismenorreia priméria (DIAS et al., 2019). O
uso de plantas medicinais tem sido amplamente estudado principalmente devido a suas

propriedades como abundancia, biodegrabilidade e biocompatibilidade (AZIMA et al.2015).
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Dentre estes materiais, podem ser citadas as gomas que sdo polissacarideos consituidos
em unidades multiplas de monossacarideos naturalmente presentes em plantas, o que lhes
confere um carater essencialmente barato e abundante. Possuem diversas aplicagdes como
espessantes, emulsionantes, corantes e atuam também nos sistemas de liberacdo controlada de
farmacos (RANAA et al, 2011).

A Goma do cajueiro (GC) é um polissacarideo extraido da espécie Anacardium
occidentale L. (DE PAULA et al., 1998; MOTHE, 2000) e tem sido bastante pesquisada pela
industria farmacéutica. Ja foi utilizada como adjuvante em formulagdes tépicas (KUMAR, et
al., 2009; DAS, NAYAK & NANDA, 2013), obteve comprovado efeito antiulcerogénico e
antidiarreico (CARVALHO et al., 2015; ARAUJO et al., 2015), e ja foi utilizada também na
preparacdo de nano e microparticulas poliméricas para incorporacdo de uma variedade de
principios ativos como anti-inflamatorio (PITOMBEIRA, et al.,, 2014; DIAS, et al, 2016),
vasodilatador (DAS et al., 2014) e 0leo essencial (DE PAULA, et al., 2014). O intuito é
promover um perfil de liberacdo mais satisfatorio e comprovar o potencial desse polimero em
sistemas de entrega farmacologica.

Logo, uma potencialidade promissora da utilizagdo de nanoparticulas poliméricas € a
associagdo a farmacos anti-inflamatdérios ndo-esteroides (AINEs), como ibuprofeno,
diclofenaco e indometacina, objetivando a reducdo da toxicidade gastrintestinal, a qual é
geralmente responsavel pela descontinuidade da terapia mediante o uso desta classe de
farmacos (SCHAFFAZICK et al., 2002).

Nesse sentido, o estudo da goma do cajueiro purificada e em sistemas de nanoparticulas
no efeito relaxante uterino, pode ser inovador, no sentido de ampliar as possibilidades para o

tratamento da dismenorreia primaria.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Desenvolver nanoparticulas de goma do cajueiro acetilada (GCA) e avaliar o efeito
relaxante da goma do cajueiro purificada e das nanoparticulas na contratilidade uterina de
roedores.

2.2 Especificos

v" Investigar o mecanismo de ac¢do tocolitico da goma do cajueiro purificada (GCP) em
utero isolado de rata;

v’ Caracterizar o tipo de antagonismo exercido pela GCP frente as contracdes induzidas
por ocitocina;

v' Avaliar o efeito da GCP sobre as contragdes tonicas induzidas por ocitocina ou KCl;

v Comparar o efeito da GCP com o farmaco comercial ibuprofeno sobre as contracoes
tonicas induzidas por ocitocina;

v’ Determinar a influéncia dos canais de potassio (K*) envolvidos no mecanismo de
acdo espasmolitico da GCP sobre as contragfes tdnicas induzidas por ocitocina na presenca de
tetraetilamoénio (TEA®);

v Analisar os cortes histoldgicos do Utero sob efeito da GCP frente as contragdes
tonicas induzidas por ocitocina;

v Modificar a goma do cajueiro por acetilacao;

v' Sintetizar nanoparticulas a base de goma do cajueiro acetilada (NPsGCA);

v’ Caracterizar as nanoparticulas utilizando espectroscopia do Infravermelho,
Espalhamento de Luz Dindmico e Potencial Zeta;

v’ Realizar teste de estabilidade das nanoparticulas em relacdo ao tempo de sintese;

v/ Avaliar o efeito do tratamento oral com GCP e NPsSGCA sobre as contorcles
abdominais induzidas por ocitocina em camundongos como modelo in vivo para dismenorreia;

v Analisar o efeito da GCP e NpGCA sobre achados histolégicos



12

CAPITULO |

FUNDAMENTACAO
TEORICA

=
A
~




13

3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 ANATOMIA E FISIOLOGIA DO UTERO

3.1.1 Utero de humanos e roedores

O utero humano € um o6rgao muscular piriforme de paredes espessas e musculares,
normalmente situado entre a bexiga urinaria e o reto. Mede cerca de 7,5 cm de comprimento e
5 cm de largura, porém, no periodo gestacional, ele se adapta em tamanho e estrutura as
necessidades de crescimento do feto (GRAY; WILLIAMS, 1995).

O utero humano é composto de camadas longitudinal e circular de musculo liso,
organizadas perpendicularmente umas as outras. A camada longitudinal externa consiste de
uma rede de feixes de células musculares lisas orientadas no eixo longitudinal do 6rgéo e a
camada circular interna, na qual as fibras estdo dispostas concentricamente em torno do eixo
longitudinal do 6rgéo. A contracdo da camada longitudinal faz com que o 6rgéo dilate-

Se e encurte-se, ao passo que a contragcdo da camada circular faz com que o 6rgéo alongue-se,
resultando em reducédo do diametro e do comprimento (GUYTON; HALL, 2011)

A parede uterina é formada por trés camadas distintas (Figura 1), a mais externa é
chamada de perimétrio e é responsavel pelo revestimento epitelial do 6rgdo; o miométrio é a
camada muscular intermediaria e mais espessa, constituida de feixes entrelacados de fibras
musculares lisas envoltas em tecido conjuntivo; e o endométrio que é a camada mais interna, é
formada por um revestimento epitelial e um tecido conjuntivo chamado de estroma endometrial
(JACOB; FRANCONE; LOSSOW, 1990).

Trompa de Falopio
Fondo Lumen o cavidad
del (tero

% - ",
7 - :
) M DA ‘Ligamento redondo
Ligamentg £ SSOMELI0f , T A Gtiro
s . L f N & .
OVArco— =7 1§ Endormetrio
Cuerpo del dtero——m— " 7, Miometrio
Uretra—% //_ — Perimetrio
Vasos sanguineos uterinos—" - Orificio interno
) Itsmo ———_ . | - Canal cervical
Ligamento utero-sacro " Orificio externo
Ligamento cardinal i
J
Fornix lateral—" | )
Cervix——"% Vagina

Figura 1:Representagdo esquematica do Utero humano. Fonte: https://www.pinterest.com.mx
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O utero dos roedores, diferente dos humanos em morfologia, consiste em tubos pares
que se abrem separadamente na vagina, e é denominado Utero duplo ou duplex (Figura 2).
Existe uma importante camada muscular longitudinal em cada corno uterino, a qual se torna
transversa caudalmente na jungédo dos dois cornos uterinos. Nos mamiferos, o Utero compreende
uma camada miometrial externa e uma camada interna denominada endomeétrio que se encontra
imediatamente adjacente ao miométrio. Em animais com um Gtero bipartido, histologicamente,
0 musculo circular interior e longitudinal exterior sdo mais facilmente separados do que em
utero humano (RIBEIRO, 2013)

OVARIOS

) corvos }7
. UTERINOS

CANAL
VAGINAL

Figura 2: Representacdo esquematica do Utero de roedores. Fonte: Ribeiro, 2013.

3.1.2 Contracdo e relaxamento da musculatura lisa

A regulacdo da contracdo do muasculo liso apresenta um papel importante em muitos
processos fisiopatoldgicos. Alteragdes nesses processos podem contribuir para o
desencadeamento de eventos contrateis anormais em células musculares lisas de varios érgaos
importantes como vasos sanguineos, estdmago, intestinos, bexiga, Utero, vias respiratorias,
entre outros (WEBB, 2003).

A contracdo do musculo liso uterino em especial possui um papel critico na regulacdo
e no controle da atividade contratil do miométrio, sendo que muitos problemas como abortos,
partos prematuros, hemorragias pos-parto e colicas uterinas estdo associados a uma regulacéo
anormal da contratilidade desse masculo (RIBEIRO, 2013).



15

No musculo liso, o principal promotor da contracdo muscular é o aumento do contetido
citosolico de Ca?* ([Ca?*]c). Esse mecanismo pode ser desencadeado, tanto pela liberagdo dos
estoques de calcio intracelulares [Ca2']i, provenientes principalmente do reticulo
sarcoplasmatico (RS), quanto pela sua entrada através de canais para Ca?* abertos por voltagem
(Cav) na membrana plasmatica (GRUBER; O’BRIEN, 2011).

O musculo liso uterino tem um padréo fasico de atividade contratil, com a manutencao
discreta de um tom de repouso e contragdes intermitentes de frequéncia, amplitude e duragéo
variadas. Como observado anteriormente, o estado de contratilidade € regulado
predominantemente por [Ca?']i. Do ponto de vista funcional e fisiolégico, a regulagdo do
[Ca?*]i pode ser considerada em trés fases: manutencdo das concentragbes basais, que
desempenham um papel no ténus de repouso; o aumento acentuado em [Ca?*]i que ocorre com
a estimulagdo por agonistas contréteis; e a restauracio de [Ca?*]i para o estado de repouso apds
a estimulacdo. Em geral, esses processos sdo controlados por mecanismos de canais idnicos e
bombas inter-relacionados (AGUILAR; MITCHELL, 2010).

A excitabilidade das células do musculo liso, incluindo os midcitos uterinos, depende
também do movimento de outros ions além do Ca?* como por exemplo, o sddio (Na*) o potassio
(K"), pelo fato de que muitos processos necessitam de uma transmissao rapida e precisam de
informaces entre suas células e tecidos (RIBEIRO, 2007).

Todos esses processos sdo mediados, pelo menos em parte, por membros da
superfamilia de canais voltagem dependentes (VDC), dentre eles, canais para K* abertos por
voltagem (Kv), canais para K* retificadores de entrada (Kir), canais para K" de dois poros
(K2P), canais para K* de grande condutancia ativados por Ca?* (BKca), canais para Na* abertos
por voltagem (Nav), canais ativados por hiperpolarizacao e nucleotideos ciclicos (HCN), canais
receptores de potencial transiente (TRP), canais de potencial transiente (TPC), e canais para
Ca?" abertos por voltagem (Cav) (AGUILAR; MITCHELL, 2010).

O aumento da [Ca*]i que leva a contracio da musculatura lisa pode ocorrer,
basicamente, por dois mecanismos, o eletromecanico, que causa a despolarizacdo levando a
uma mudangca no potencial de membrana (Vm), onde ocorre influxo de Ca?* por meio dos Cav,
ou o farmacomecanico, onde a contracdo pode ser promovida pela ligacdo de um agonista com
o receptor (RANG et al, 2007).

O mecanismo eletromecénico (Figura 3) para a contracdo do musculo liso €é originado
a partir da despolarizagédo ou mudanca de potencial de membrana (Vm) induzida inicialmente
por estimulac&o elétrica, que leva ao aumento do influxo de Ca?* por meio de canais especificos

para Ca®" em especial os Cav. O aumento da concentracdo de [Ca? *]i favorece a ligagdo do
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Ca2* a calmodulina (CaM) e o complexo originado dessa juncdo, calciocalmodulina ([(Ca%*)4-
CaM])), ativa a cinase da cadeia leve da miosina (MLCK) para fosforilar a cadeia leve da
miosina (MLC) e promover a interacdo da actina com a miosina, levando a contracdo (WEB,
2003).

O processo de contragcdo farmacomecénico (Figura 3) ocorre através da ligacdo do
agonista a receptores acoplados a proteina G (GPCRs) em especial aqueles acoplados as
proteinas Gq ou G11 e, por meio da subunidade a, promovem a ativagdo da fosfolipase C (PLC)
que, por sua vez, hidrolisa fosfolipidios especificos nha membrana, como o 4,5 bisfosfato de
fosfatidilinositol (PIP2) que produz como segundo mensageiro importante o 1,4,5-trisfosfato de
inositol (IP3), e o diacilglicerol (DAG) (RANG et al., 2007).

Cay

(Ca?*),-CaM «— Ca*
v
© MLCK
@)
MLC-p
caz+ ® ¢

CONTRACAO

Reticulo
Sarcoplasmatico

Figura 3: Mecanismos farmacomecanio e eletromecénico de contragdo do masculo liso (1) O
agonista se liga ao receptor GPCR na membrana plasmatica e a proteina Gg/11 troca GDP por
GTP em sua subunidade a, tornando-se ativa; (2) a subunidade aq/11 GTP ligado, ativa a enzima
PLC-B1; (3) a PLC-B1 hidrolisa o fosfolipidio de membrana PIP2 em IP3 e DAG,; (4) o IP3 ativa
o IP3R na membrana do RS, liberando Ca2+ dos estoques; (5) o Ca2+ liberado ativa o RyR
aumentando a liberagdo de Ca2+ para o citoplasma; (6) o Ca2+ liberado pelo RS se liga na PKC
e a transloca para a membrana, onde é ativada pelo DAG; (7) a PKC uma vez ativada, fosforila o
CaV na membrana da célula promovendo um influxo de Ca2+ para o citoplasma; (8) o aumento
global de [Ca2+]i favorece a formac&o do complexo (Ca2+)4-CaM que ativa a MLCK; (9) a
MLCK ativada fosforilaa MLC; (10) a MLC fosforilada favorece sua interagdo com os filamentos
finos de actina, desencadeando a contragdo do musculo liso. Fonte: Travassos, RA (2015).
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A partir dessa hidrélise, o IP3 formado liga-se ao seu receptor no reticulo
sarcoplasmatico, IP3R, permitindo a liberagdo de Ca? *i. A presenca do ion fora do RS
desencadeia o processo de liberagdo de mais Ca?* pelo proprio Ca* por meio da ativagio dos
RyR (receptores de rianodina) que também estdo presentes na membrana do RS promovendo o
aumento da [Ca®']i (WRAY et al., 2001; AGUILAR; MITCHELL, 2010). Essa liberagdo
promove a ativacao da proteina quinase tipo C (PKC) pelo DAG, o que leva a fosforilacdo do
CaV na membrana da célula, promovendo um influxo de Ca?* para o citoplasma permitindo a
formagéo do complexo [(Ca?*)4-CaM], responsavel pelo inicio do mecanismo contratil.

Além de todas essas etapas descritas que levam a contracdo do muasculo liso, no Gtero
ainda se destaca uma via adicional importante para a compreensdo de patologias como a
dismenorreia. Autores sugerem que na célula miometrial, a PKC ativa uma cascata de proteina
quinase ativada por mitégeno (MAPK) resultando em aumento da atividade da fosfolipase A2
e como consequéncia o aumento na producdo de prostaglandinas (PGs), que também contribui
para 0 mecanismo de contragdo (ARROWSMITH &WRAY, 2014).

De acordo com Borges et al. (2007), com a diminuicdo da progesterona durante a
lutedlise, ocorre instabilidade lisossomal, que resulta na ativacao da fosfolipase A2, levando a
liberacdo de &cido araquiddnico, ativacdo da via da ciclooxigenase (COX) e producéo de PGs.
Nas mulheres com dismenorreia priméria, pode haver liberacdo aumentada de prostaglandinas
(primariamente PGF2a) pelo endométrio na menstruagdo, promovendo contracdes uterinas
fortes e vasoconstricdo, levando a hipdxia uterina e dor.

Efetivada a contragdo muscular, para o relaxamento acontecer, deve ocorrer uma
reducéo na concentracéo do [Ca®*];. Em relagéo a atividade uterina, sabe-se que o Vm é ajustado
principalmente pela variacdo da condutancia do ion K* pela membrana, através de canais,
contribuindo para a regulagdo do influxo de Ca?* através dos Cav. Os canais para K*
desempenham um papel chave na regulacdo do Vm e na excitabilidade celular, o qual depende
do balanco entre o aumento da condutancia ao K*, levando a uma repolarizacdo/
hiperpolarizacdo (Figura 4). O retorno ao nivel basal da célula lisa se da pela remocdo dos
estimulos contrateis (agonistas ou despolarizacdo), o que promove a hiperpolarizacao,
resultando na reducdo da excitabilidade da membrana, ocorrendo o fechamento dos canais Cav
e, em seguida, relaxamento muscular (WRAY et al., 2003).

Nas células do miométrio, os canais de K™ sdo componentes subjacentes do mecanismo
que permite a adaptagdo do Utero gravidico aos aumentos no estiramento e na pressdo intra-
uterina. Varios tipos de canais de K* foram identificados no miométrio. Os mais abundantes e

bem estudados incluem o canal de K* de grande condutincia sensivel ao Ca?* (canal BKCa?"),
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o canal de K* de pequena condutancia sensivel ao Ca?* (SKCa?"), o canal K* sensivel ao ATP
(K*ATP) e o canal de K™ sensivel a voltagem (K*V). Estes canais, quando abertos conduzem
uma corrente externa durante os periodos em que o masculo ndo esté ativo, e assim mantém o
estado de repouso (BRAINARD; KOROVKINA; ENGLAND, 2007).

AMPc GTPp GMPc

&
ATP
\o o/

{ PKA ) € PKG)

IP;R

2+
ca SERCA
RELAXAMENTO

Figura 4: A ativacdo de canais de K* sensiveis ao Ca?* serve para repolarizar a membrana do
midcito e induz o fechamento de VVDCs, limitando a entrada adicional de Ca®* (1) O agonista se
liga ao receptor GPCR na membrana plasmatica e a proteina Gs troca GDP por GTP em sua
subunidade a, tornando-se ativa. (2) A subunidade as GTP ligado, ativa a ciclase de adenilil (AC)
gue converte ATP em CAMP. (3) O NO estimula a sCG que converte GTP em CGMP. Os
nucleotideos ciclicos, CAMP e CGMP, ativam suas proteinas cinases correspondentes, PKA (4) e
PKG (5). (6) Fosforilacdo do IP3R pela PKG mas néo pela PKA. (7) Ambas as proteinas cinases
fosforilam varios substratos: aumentam a atividade da SERCA e PMCA, ativacgdo do trocador
Na+/Ca2+ (NCX), ativam canais de K+ e inibem os CaV; todos esses eventos levam a diminuicéo
do célcio intracelular. Além disso PKA e PKG podem ativar MLCP via MYPTL, inibir a MLCK
e a RhoA. Todos esses eventos impedem a fosforilagdo da MLC e consequentemente a sua
interacdo com os filamentos finos de actina, favorecendo o relaxamento. Fonte: Travassos, RA
(2015).
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3.2 MATERIAIS BOTANICOS COM EFEITO TOCOLITICO

A contracdo teténica uterina e a reducdo do fluxo sanguineo da artéria uterina séo
possiveis causas para a dismenorreia primaria (DP). Atualmente, os agentes anti-inflamatorios
ndo esterdides (AINES) sdo a principal escolha para o tratamento da DP, mas séo ineficazes em
20% -25% das pacientes. Como alternativa, a medicina tradicional e terapias alternativas séo
usadas para aliviar essa condicdo em mulheres que ndo respondem a terapia com AINEs. Em
varios paises, a fitoterapia tem sido usada ha séculos para aliviar os sintomas da DP (YANG et
al., 2016).

Quando se trata de a¢des espasmoliticas ou tocoliticas a medicina tradicional busca a
utilizacdo de compostos ativos que promovam essa a¢ao no organismo com objetivo de prevenir
ou tratar complicacbes decorrentes da contratilidade uterina. A maioria das pesquisas sobre
plantas com acdo tocolitica direciona-se para obter compostos farmacologicamente ativos que
produzam o efeito desejado (RIBEIRO, 2013).

Alguns estudos ja foram realizados comprovando a atividade tocolitica de plantas,
extratos ou derivados. Alencar; Cunha et al. (2003) identificaram que o 0leo de Copaifera
langsdorfii, possui um diterpeno com atividade relaxante sobre o musculo liso uterino de ratas
frente a contracdes induzidas por agonistas como ocitocina e acetilcolina; o cha das folhas de
Duguetia furfuraceae (At. Hil) B. et. H., conhecida como marolinho, araticum-do-campo, ata
brava, também ja foi comprovado que poderia ser utilizado para combater dismenorreia
(TOLEDO, 2006). Pesquisas feitas por Shih; Hsu; Yang (2009) evidenciaram o efeito tocolitico
das raizes da erva chinesa Scutellaria baicalensis e Thaina et al. (2009) comprovaram que 0
extrato metandlico e cloroformico de Curcuma aeruginosa Roxb. exercem efeito tocolitico
sobre o Gtero de ratas pré-tratadas com estrogénio.

Estudo mais recente de Buna et al. (2018) avaliou se o isoespintanol, um monoterpeno
isolado das folhas de Oxandra xylopioides, possui efeitos antiespasmodicos no intestino, no
Utero e bexiga e observou-se que 0 mesmo possui uma maior poténcia do que os outros farmacos
utilizados na terapéutica, por interferéncia no influxo de Ca2*. Moniji et al. (2018) investigaram
as propriedades tocoliticas do extrato de Ananas comosus no tecido uterino de ratas e humanos
in vitro utilizando a técnica de banho organico. Concluiram que tal extrato seria um candidato
promissor para se desenvolver como agente tocolitico. Com metodologia semelhante, Morais
et al.(2019) investigaram o mecanismo de acdo do 6leo essencial de L. alba (EOLa) e seus
principais constituintes citral e limoneno no Utero isolado de ratas e comprovaram que o EOLa
e seus constituintes oferecem o potencial para o desenvolvimento futuro de agentes terapéuticos

na prevencgdo de alterages fisioldgicas envolvendo contragGes uterinas indevidas.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/essential-oil
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3.3 GOMA DO CAJUEIRO (GC)

3.3.1 Caracterizacao

A Anacardium occidentale Linn (Figura 5A), membro da familia Anacardiaceae, é
uma planta com consideravel valor econdmico e medicinal. E popularmente conhecido como
cajueiro e € nativo da Africa, India e Nordeste do Brasil (BUENO SILVA et al., 2018).

As células epiteliais da casca do cajueiro naturalmente produzem e armazenam um
exsudato conhecido como Goma do Cajueiro (GC), que é liberado em resposta a lesdes
mecanicas ou ataques de patdégenos, como forma de protecdo (MIRANDA, 2009) (Figura 5B).
A GC pode ser obtida naturalmente ou por incisdes no tronco e ramos da arvore apresentando-
se como resina de coloracdo amarelada e solivel em dgua (DE PAULA & RODRIGUES, 1995).
A GC é uma mistura de polissacarideos acidos contendo varios ions metalicos, como cétions
neutralizados, os principais sio K*, Na*, Ca?* e Mg?* (PAULA et a.,1998).

Figura 5: A) Anarcadium occidentale; B) exsudato ou Goma do Cajueiro (GC). Fonte: Cunha et
al., 2007.

A GC bruta (Figura 6A), contendo esses cations, tende a ser naturalmente transformada
em sal Na*, apds a purificacdo ou dialise contra NaCl 0,15 M, conforme descrito anteriormente
(PAULA et al.1998). A GC purificada (Figura 6B) é constituida em estrutura, de galactose (72-
73%), glicose (11-14%), arabinose (4,6-5%), ramnose (3,2-4%) e acido glucurénico (4,7-6,3%)
(Figura 6C) (DE PAULA, 1998; MOTHE, 2000).
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Figura 6: Goma do Cajueiro (GC) A) GC bruta; B) GC purificada; C) Estrutura da goma do
cajueiro. R representa D-manose, L-ramnose, L-arabinose ou arabinose 1,2. Fonte: Cunha et al.,
2007.



22

3.3.2 Aplicaces biomédicas e farmacoldgicas

Os extratos obtidos de diferentes partes do cajueiro tém encontrado ampla aplicagéo
na medicina tradicional para o tratamento de diversas doencas, como asma, disturbios
gastrointestinais, doencas de pele e febre. Além disso, suas cascas e folhas tém sido usadas em
preparacdes topicas para o tratamento da dor e varias condig¢des inflamatorias como artrite
(BUENO SILVA et al., 2018).

A goma de cajueiro, em preparagdes sollveis em agua, tem sido comumente usada
como agente anti-inflamatorio, analgésico, antiasmatico e antidiabético (LIMA et al., 2006).
Além disso, tem sido usada para tratar doencas gastrointestinais como a diarreia (ANDERSON
et al., 1974), bem como verrugas, tosses e feridas (AGRA et al., 2007).

Na area biomédica, Torquato et al. (2004), demonstraram efeito antimicrobiano da GC
contra uma espécie fungica e em estudo mais recente foi comprovada a relevante atividade
antimicrobiana contra bactérias gram-positivas (CAMPOS et al., 2012).

Outras aplicacdes biologicas incluem efeito anti-inflamatorio para ovarios e Utero
(YAZBEK et al.,2016); acdo hipoglicémica (OJEWOLE, 2003), efetividade no tratamento
topico de feridas cutaneas (SCHIRATO et al., 2006; VITORINO FILHO, 2011), efeito anti-
tumoral (FLORENCIO et al., 2007); atividade anti-ulcerogénica (CARVALHO et al., 2015) e
anti-diarreica (ARAUJO et al., 2015).

O pré-revestimento de biopsias esofagicas humanas com solucdo da goma do cajueiro
também ja foi investigado e foi comprovado que a mesma confere protecéo contra solugdo acida
contendo pepsina e &cidos biliares (De Lima et al., 2016). Borsaro et al. (2017) avaliaram e
afirmaram o efeito protetor topico da goma do cajueiro na integridade da mucosa laringea de
camundongos in vitro.

Estudos experimentais com CG mostraram que este polimero possui atividade anti-
inflamatdria capaz de reduzir os processos de edema e hiperemia; inibindo prostaglandina E2;
e reduzindo marcadores inflamatérios como mieloperoxidase e malondialdeido. Além disso, a
CG tem sido relatado como tendo uma influéncia significativa nos niveis de 6xido nitrico (NO),
IFN e modulacdo dos macrofagos (SOUZA FILHO et al., 2018).

As causas desses efeitos ainda ndo estdo totalmente esclarecidas, mas alguns
estudiosos apostam na composi¢do da GC. Um estudo realizado por Yamassaki et al. (2015),
utilizando ensaios imunoestimulantes e inflamatorios in vitro de atividades de macrofagos
peritoneais murinos, mostrou a atividade anti-inflamatoria da GC, que foi atribuida a presenca

de polissacarideos em sua composig&o.
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Araujo et al. (2015) comprovaram a atividade antidiarreica da GC e justificaram que
0s monossacarideos presentes na goma possivelmente posicionam-se em locais especificos que
modulam os receptores de opioides. Para examinar o envolvimento desses recceptores no efeito
antidiarreico da CG, os animais foram pré-tratados com o antagonista opidide naloxona antes
da inducédo da diarreia. Os resultados demonstram que a administracdo de naloxona bloqueou
os efeitos do tratamento com CG sugerindo que a inibicdo da motilidade gastrointestinal e
conseqlente aumento da reabsorcao e reducdo da secrecdo de fluido intestinal pode envolver
receptores opidides.

Estudos realizados por Bilsky et al. (2000) mostraram que a alta atividade analgésica
dos analogos do glicopéptido de encefalina é devido a presenca de carboidratos em locais
especificos que modulam os receptores opioides. A CG contém galactose, glicose, arabinose,
ramnose e &cido glicurdnico (De Paula et al., 1998), grupos carboidratos que também estéo
presentes em tais glicopeptideos de encefalina e portanto esses grupos poderiam ser
responsaveis pela possivel interacdo entre a CG e 0s receptores opioides.

Entretanto, outras pesquisas apontam que o0s acidos anacardicos, também
fitoconstituintes da GC promovem a reducgéo nos niveis de PGE2, e que, portanto, os efeitos
antinociceptivos e antiinflamatérios deveriam ser atribuidos a presenca dos mesmos em sua
composicao, independente da presenca de polissacarideos (BUENO SILVA et al., 2018).

Na area farmacéutica, a GC ja foi utilizada como agente geilificante na formulacéo
topica do aceclofenaco (KUMAR, et al., 2009); adjuvante na preparacdo do gel de lidocaina
aprimorando a permeacdo cutanea (DAS; NAYAK & NANDA, 2013); como ligante para
comprimidos de paracetamol (GOWTHAMARAJAN et al, 2011); na producdo de
comprimidos de curcumina (GOWTHAMARAJAN et al, 2012); incipiente de pasta dental com
aceclofenaco para inflamacéo e dor (HAISNAIN et al., 2018); em formulacéo de orobase para
o tratamento da periodontite (SOUZA FILHO, 2018); e na reducéo da superexpressdo de genes
pro-inflamatorios em periodontite experimental (FERNANDES et al., 2019).

Com um enorme potencial biotecnoldgico, a GC ja se mostrou eficaz como formador
de filme para sensores eletroquimicos (ARAUJO et al, 2012). Na preparacdo de nano e
microparticulas poliméricas modificadas para incorporacdo de uma variedade de principios
ativos como, anti-inflamatdrios ndo esteroides (PITOMBEIRA, et al., 2014; DIAS, et al, 2016),
vasodilatadores (DAS et al., 2014), 6leo essencial (DE PAULA, et al., 2014), anti-fangico
(LIMA et al. 2018), alcal6ide natural epiisopiloturina ( DO AMARAL RODRIGUES, et al.,
2019) e insulina (SILVA et al., 2019), com o intuito de promover um perfil de liberagdo mais

satisfatorio e comprovar o poder desse polimero em sistemas de entrega farmacolégica.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/alkaloid
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3.4 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

As nanoparticulas (NPs) poliméricas tém desempenhando um papel crucial em um
amplo espectro de areas que vdo desde a eletrdnica, a medicina e a biotecnologia
(HOSOKAWA et al., 2007). Para a area farmacéutica, sdo definidas como sistemas carreadores
de farmacos aquelas que apresentam didmetro inferior a 1 pm e incluem principalmente as
nanoesferas e as nanocépsulas (SCHAFFAZICK; GUTERRES, 2003). As nanocépsulas sdo
sistemas vesiculares que agem como uma espécie de reservatorio, no qual as substancias séo
confinadas a um ndcleo liquido (6leo ou agua). Por outro lado, as nanoesferas, que nao
apresentam 6leo em sua composicdo, sdo formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco
pode ficar retido ou adsorvido na superficie (RAOA; GECKELER, 2011).

Os métodos de preparacgéo a partir de polimeros pre-formados em comparagdo com 0s
demais sdo mais facilmente controlaveis e de maior rendimento. Em regra, sdo 0s mais
utilizados para preparar nanoesferas contendo principios ativos lipofilicos e nesse processo a
utilizacdo de polimeros anfipaticos pode retirar o uso de tensoativos levando a uma eficiéncia
de encapsulacdo mais elevada (SOUTO et al., 2012).

A dialise oferece um método simples e eficaz para a preparacdo de nanoparticulas
pequenas e com distribuicdo de tamanho unimodal. O polimero é dissolvido em um solvente
organico e colocado dentro de uma membrana de dialise com peso molecular de corte
apropriado. O procedimento € realizado contra um solvente miscivel ou ndo e o deslocamento
do solvente no interior da membrana é acompanhado pela progressiva agregacdo do polimero
devido a uma perda de solubilidade e formacdo de suspensées homogéneas de nanoparticulas
(RAOA; GECKELERA, 2011).

De acordo com Yang et al. (2015), os polissacarideos tém atraido cada vez mais atencdes
e tém sido reconhecidos como sendo 0s materiais mais promissores nos Ultimos anos por causa
de seus méritos excepcionais, como biocompatibilidade, facilidade ao acesso, por serem néo
toxicos e facilmente modificaveis. Pesquisas considerdveis tém sido direcionadas para o
desenvolvimento de micro/ nanoparticulas.

As gomas naturais tém sido extensivamente estudadas principalmente devido ao fato de
serem biopolimeros que possuem uma grande variedade de propriedades reoldgicas e de
composicao. Estas caracteristicas fazem deles materiais versateis, com uma ampla gama de
aplicagdes que ndo sdo encontradas em outras classes de polimeros (LIMA et al., 2018).

No entanto, existem algumas dificuldades associadas ao uso das gomas como a queda
na viscosidade em armazenamento e a possibilidade de contaminagdo microbiana (RANAA et

al., 2011). A modificacdo quimica por hidrofobizacdo é capaz de minimizar estes
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inconvenientes e favorece a formagdo de nanoparticulas em sistemas auto-organizados gerados
a partir de biopolimeros anfifilicos. A acetilacdo de polissacarideos, por exemplo, permite a
melhoria das propriedades emulsificantes e aumento da bioatividade (LIMA et al., 2018).

Os sistemas nanoparticulados a base de polissacarideos naturais mostra variabilidade e
versatilidade, devido a sua estrutura complexa, o que é dificil de ser reproduzido com polimeros
sintéticos (MARTINEZ et al., 2012). Como carreadores para entrega farmacologica tém atraido
grande atencdo dos pesquisadores devido as suas potencialidades terapéuticas tais como:
manutencdo do nivel terapéutico do farmaco no sangue, diminuicdo das reacfes adversas e
melhora do esquema posoldgico através da diminuicdo do nimero de doses (LANGER;
TIRREL, 2004).

Essas nanoestruturas procuram ainda uma maior seletividade da droga com o alvo,
investigar a interacdo com 6rgéos e tecidos e aumentar a capacidade de entrega atraves de uma
velocidade de liberacdo adequada (LIU et al., 2008). Esses sistemas de liberacdo controlada se
destacam por aperfeicoarem a efetividade terapéutica o que é uma vantagem em relacéo as
formas convencionais de administragdo, mantendo a concentracdo do farmaco na faixa
terapéutica (AZEVEDO, 2005).

A nanotecnologia constitui uma das bases para o surgimento e aperfeicoamento de
produtos e processos. Dispositivos biomédicos vém sendo aprimorados a cada dia, tornando
possivel alguns tratamentos e melhorando métodos existentes. Neste campo, 0s materiais
poliméricos ocupam posicdo de destaque, dada a sua versatilidade estrutural, que permite
adequacdo de propriedades para cada aplicacdo. A possibilidade de alterar os grupamentos
quimicos presentes na arquitetura macromolecular das cadeias e modificar a superficie das
particulas pode viabilizar, por exemplo, o estabelecimento de interacdes especificas entre o
polimero e 0 meio bioldgico (Pichot, 2004).

Segund Gher (2018), as nanoparticulas podem penetrar nas células muito mais
facilmente do que as particulas do tamanho de micron e uma vez dentro das células podem ficar
ligadas a membrana ou livres no citoplasma. Elas também podem translocar atraves das células,
penetrando em outros compartimentos do microambiente, como por exemplo, sangue ou tecido
conjuntivo. Dessa forma, as nanoparticulas poliméricas, tém sido indicadas como sistemas
promissores de nanoparticulas organicas para o tratamento da dor (Andreu & Arruebo, 2018) e
tocdlise (Paul & Smith, 2018).

No presente estudo, a goma do cajueiro foi utilizada como potencial agente tocolitico
em utero de ratas in vitro e in vivo e modificada por acetilacdo para sintese de nanoparticulas e

administracdo oral em modelo de dismenorreia.
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Resumo

Dismenorreia priméaria (DP) é um termo médico utilizado para definir as cdlicas menstruais
cuja causas ndo sao totalmente compreendidas, mas sabe-se que podem estar relacionadas com
a acdo da prostaglandina F2 alfa (PGF..). Os tratamentos convencionais sdo feitos com
contraceptivos orais e/ou anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES). Entretanto, estes
apresentam diversos efeitos colaterais. Desta forma, novos estudos estdo voltados a busca de
terapias alternativas que sejam eficazes no tratamento da DP como aplicacao transdérmica de
AINEs e/ou terapias complementares. O presente trabalho tem como objetivo realizar uma
prospeccao cientifica e tecnoldgica a partir das bases de artigos da Web of Science, PubMed e
Sciencedirect e as bases de patentes do Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI);
European Patent Office (EPO) e da World Intellectual Property Organization (WIPO). Através
da destes, foi possivel compreender a necessidade de terapias alternativas para o tratamento da
DP com maior efetividade e menores efeitos colaterais principalmente na tentativa de reduzir a
intensidade e duracdo da dor aléem de diminuir o uso continuo de medicamentos.

Palavras-chave: Administracdo Transdérmica; Dismenorreia Primaria; Plantas Medicinais;
Terapias Complementares.

1. Introducéo

Dismenorreia ou periodo doloroso € um termo médico utilizado para definir as célicas
menstruais. Essa condi¢do é classificada como priméria (intrinseca, essencial ou idiopatica) se

ocorrer em mulheres sem doencga pélvica; e secundéria (extrinseca, adquirida) se estiver
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relacionada a uma afecgdo organica pélvica como endometriose, leiomioma uterino, doenca
inflamatoria pélvica ou presenca de dispositivo contraceptivo intrauterino [1].

A maioria das pacientes com dismenorreia sofrem também com outros sintomas
associados a menstruacao tais como, nauseas e vomitos. Além disso, o periodo de dor intensa
pode resultar ainda em estresse psicolégico como a ansiedade e depresséo [2].

A dismenorreia é um problema bastante frequente e pode afetar principalmente aquelas
mulheres em idade reprodutiva, interferindo principalmente em suas atividades cotidianas,
afetando sua qualidade de vida e bem-estar geral. E afeta cerca de 40 a 50% das mulheres
adolescentes [3-4].

As causas dessa condigdo ainda ndo sdo totalmente compreendidas, mas seus sintomas
podem estar relacionados com a acédo de prostaglandinas (PGs), mais especificamente a PGF2,,
onde esta e liberada durante a menstruacdo, pode estimular as contracdes do miométrio,
sensibilizando as terminagdes nervosas, provocando isquemia e dor [5].

Existem varios métodos médicos e nutricionais para o tratamento e controle da
dismenorreia primaria (DP), incluindo métodos mais convencionais, como contraceptivos orais
e as drogas inibidoras das ciclooxigenases, e consequentemente das prostaglandinas,
conhecidas como anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) [6].

Entretanto, os efeitos colaterais mais comuns desses medicamentos incluem problemas
digestivos, como nauseas, dispepsia e vomitos, e em casos mais graves, problemas renais, Ulcera
de estdmago, tonturas, cefaleia e complicacGes hepaticas [7].

Dessa forma, o estudo da aplicacdo transdérmica dessa classe de farmacos tem se
destacado na tentativa de evitar ou reduzir os efeitos adversos [8]. Esse tipo de aplicacdo ndo
sofre acdo do metabolismo de primeira passagem hepatica, comum para farmacos
administrados pela via oral, aumentando a biodisponibilidade e reduzindo a degradacéo dessas
drogas. Além disso, torna-se mais vantajoso em relacdo as vias intravenosa e intramuscular por
ser indolor e ndo invasiva, aumentando a adesdo do paciente a terapia [9].

Entretanto, a administracdo cutdnea € um processo extremamente complexo. As
camadas da pele, principalmente o estrato cOrneo, agem como o principal obstaculo a
permeacdo dos farmacos [10]. Nesse sentido, novos dispositivos para a incorporacdo desses
medicamentos veem sendo investigados no intuito de aperfeicoar a distribuicdo cutanea, que
envolvem uma alteracéo direta da pele para promover a permeagdo dos farmacos e garantir a
biodisponibilidade do farmaco e sua manutencgéo na faixa terapéutica [11].

A dismenorreia pode também ser tratada utilizando terapias alternativas como 06leos

essenciais, plantas medicinais, acupuntura, aromaterapia, reflexologia, massagem e exercicios.
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Essas alternativas podem ser um componente terapéutico suplementar na reducdo da
intensidade e duracgdo da dor bem como na dose de medicamentos [12].

O presente trabalho teve como objetivo realizar uma prospeccao cientifica e tecnologica
a fim de avaliar o perfil dos artigos e patentes sobre a administracao transdérmica de farmacos
e a utilizacéo de terapias alternativas para o tratamento da DP.

2. Metodologia

O levantamento de dados foi realizado utilizando a base de artigos da Web of Science,
PubMed e Sciencedirect e as bases de patentes do Instituto Nacional de Propriedade Industrial
(INPI); European Patent Office (EPO) e da World Intellectual Property Organization (WIPO).

Foi utilizado como descritores: “Primary Dysmenorrhea” and “Transdermal
Administration”; “Primary Dysmenorrhea” and “Complementary Therapies”; “Primary
Dysmenorrhea” and “Medicinal Plants”. Para a busca de documentos na base nacional, foram
pesquisados esses termos na sua equivaléncia ao portugués, sendo considerados validos os
documentos que apresentassem o cruzamento dessas palavras no titulo e/ou resumo.

Durante a selecdo dos artigos, para o refinamento da pesquisa, a avaliacdo dos titulos e
dos resumos (abstracts) identificados na busca inicial foi realizada por dois pesquisadores, de
forma independente e cegada, obedecendo rigorosamente aos critérios de inclusdo como segue:
artigos dos ultimos 10 anos; ensaios clinicos em mulheres jovens ou adultas com sinais clinicos
de DP. Os estudos de caso, séries de casos, estudos qualitativos, revisdes de literatura e ensaios
ndo controlados foram excluidos, bem como aqueles que ndo conseguiram fornecer resultados
detalhados.

Para a pesquisa de patentes, foram utilizados 0s mesmos descritores e como critério de
selecdo apenas o ano, de 2008 a 2018 e todos os documentos que ja haviam sido publicados
nesse periodo.

Na tabulacéo dos dados, os resultados foram expressos em um quadro comparativo com
a descricdo dos autores, data do depdsito e detalhes da invencéo. Para os artigos foi construido
um quadro com a descri¢do dos principais resultados alcangados, em graficos de acordo com
ano de publicacdo, paises proponentes e area de atuacdo; e um quadro que descreve a
intervencdo realizada para alivio da dor na DP e o nivel de significancia em relacdo ao controle,
placebo ou AINE.
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3. Resultados e Discussao
3.1 Prospeccéo Cientifica

Por meio das bases de periodicos utilizadas e seguindo os critérios pré-estabelecidos,
foram computados 281 artigos com o descritor “Primary Dysmenorrhea”. Quando se empregou
o cruzamento das palavras “Primary Dysmenorrhea” and “Transdermal Administration”
obteve-se apenas 4 artigos, ao utilizar o termo “Complementary Therapies” e com o cruzamento
dos termos “Primary Dysmenorrhea” and “Medicinal Plants” encontrou-se 81 artigos.

A Figura 1 descreve um diagrama de fluxo PRISMA para estratégia de busca e selecdo
dos estudos pesquisados. Do nimero total identificados nas bases de dados e selecionados por
titulo, resumo e palavras-chave, alguns foram removidos por duplicacdo. Destes, ainda foram
excluidos aqueles que abordavam o tratamento farmacoldgico da dismenorreia por via oral,
experimentos com animais, artigos de revisdo bibliografica e estudos ndo controlados;
resultando ao final 19 que foram devidamente elegidos para discussdo subsequente.

Com relacdo a quantidade de publicacfes, na Figura 2 estdo representados os artigos
publicados no periodo de 2008 a 2018, na qual foi possivel observar o crescente aumento de
artigos a respeito da DP. Destaca-se inclusive, que a producdo de todo o ano 2008 se equipara
apenas ao inicio do ano de 2017. Além disso, observa-se uma reducdo em quantidade de
publicacbes com o refinamento da pesquisa, principalmente ao associar 0 termo
“Administracdo Transdérmica”, em seguida de ‘“Plantas Medicinais” e “Terapias
Complementares”, demonstrando que o estudo sobre possibilidades de tratamento eficaz para
essa condicao por diferentes alternativas ainda é bastante limitado.

Ao analisar os artigos publicados por paises (Figura 3), observa-se, que a China e 0s
Estados Unidos ocupam lugares de destaque em trabalhos com Dismenorreia Priméria e seu
tratamento por administracdo tdépica e terapias complementares, respectivamente. Esse
resultado confirma a enorme capacidade cientifica desses territdrios e o interesse em
desenvolver novas tecnologias para beneficiar a salide da populacéo.

Dentre os artigos publicados, as areas mais requeridas foram Ginecologia e Obstetricia;
Medicina Complementar e Medicina Geral. Isso acontece provavelmente, porque a
Dismenorreia é o problema ginecolégico mais comum entre mulheres em idade reprodutiva e a
maior causa de restricdo de suas atividades. O que justifica a necessidade de se estudar de forma
mais aprofundada novas formas de alivio da dor e melhora da qualidade de vida dessas mulheres
[13].
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Quadro 1. Tratamento da Dismenorreia primaria por via transdérmica e terapias complementares.

41

Autor/ Ano

Tipo de Estudo

Objetivo

Terapéutica/Método avaliativo

Resultados/Conclusdes

Kempf D.,
Berger D.,
Ausfeld-
hafter B.,
2009
[14]

Estudo piloto
randomizado,
controlado e duplo
cego.

GP: 30
GE: 18

Investigar se o efeito da
acupuntura com agulha a
laser ativa é superior ao
efeito da acupuntura com
agulha de laser placebo em
mulheres com DP.

GE: Acupuntura com agulha de
laser;
GP: Acupuntura com agulha sem
atividade do laser (placebo);
8 pontos de acupuntura (SP6, LV3
e L14 bilateral; CV3 e ST36 a
direita) em 8 sessdes de 20 min
cada, durante um periodo de 3
ciclos menstruais;
EVA.

No grupo de acupuntura real, a taxa de
sucesso foi de 16,7%, no grupo placebo
20%. Nao foi possivel encontrar uma
vantagem significativa da acupuntura com
agulha laser.

Rakhshaee,
2011
[15]

Estudo clinico
controlado,
randomizado.
GE: 50
GC: 42

Verificar a efetividade de
trés posicionamentos da
Yoga em adolescentes com
DP.

GE: Posturas Cobra, Gato e Peixe.
Por pelo menos 14 dias de ciclo
menstrual (fase lUtea) e por uma

sessdo de 20 minutos por dia;
GC: Nenhuma intervencao;
EVA.

A Yoga reduz de forma significativa a
severidade e a duracdo da dor na DP.

Mirabi, P. et
al, 2011
[16]

Ensaio randomizado
Duplo-controlado
n: 100 estudantes

GE: 49
GC: 51

Avaliar o impacto da
valeriana (Valeriana
officinalis) quanto aos seus
efeitos sedativos e efeitos
antiespasmaodico sobre a
gravidade da dismenorréia.

GE: Valeriana, 225 mg, v.o., 8/8h,
Durante 3 dias, comecando no
inicio da menstruacdo, durante 2
ciclos menstruais consecutivos);
GC: Capsulas de amido (placebo);
EVA.

Observou-se que intensidade da dor foi
significativamente reduzida em ambos 0s
grupos, mas a extensao da reducéo foi
maior no grupo da valeriana e 0s escores
totais das manifestacdes sistémicas
associadas a dismenorreia diminuiram
ap0s a intervencgdo, mas ndo houve
diferenca significativa entre os grupos,
com excecdo da sincope.
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ShinY.l. et Ensaio piloto Avaliar a eficicia da terapia GE: LLLT ativa; A taxa de reducéo da dor foi de 83% no
al, 2012 randomizado, duplo- com luz baixa de adesivo GC: Placebo; grupo ativo LLLT. Isso
[17] cego, controlado por de pele (LLLT) em 20 min/dia durante 5 dias antes do | sugere que o adesivo de pele pode ser um
placebo. participantes com DP. inicio esperado da menstruacao; tratamento ndo farmacoldgico eficaz,
GE:21 6 meses; simples e seguro para dismenorreia.
GC:10 EVA.

Rigi et al., Estudo controlado, Comparar o efeito GP: Um patch de 7 x 12 cm para | Patch de calor contendo chips de ferro tem
2012 randomizado. analgésico de um patch de | colocar em suas roupas intimas no efeitos analgésicos comparaveis ao
[18] GP:72 calor contendo ferro com inicio da menstruacéo; ibuprofeno e pode ser usado para DP.

GlL:75 ibuprofeno para o GI: 400 mg, v.0, 8/8h;
tratamento da dismenorreia Mc Gill.
primaria (DP).

Apay et al., Desenho experimental Investigar o efeito da GE: Massagem com aromaterapia; A massagem foi eficaz na reducéo da
2012 com 0s sujeitos como | massagem de aromaterapia GP: Massagem com vaselina dismenorreia. E o efeito da massagem
[19] seu proprio controle com Oleo de lavanda em liquida inodora. aromaterapia sobre a dor foi maior do que

GE: 44 comparagdo com massagem Regido acima sinfise pubica a da massagem placebo.
GP: 44 com vaselina liquida 2ml de lavanda ou vaselina;
inodora (placebo). Movimentos circulares (15 min);
EVA.
Baldan et al., Estudo clinico, Avaliar a influéncia da TENS convencional; A aplicacdo da TENS promoveu
2013 controlado, duplo-cego TENS em relacdo a F: 120 Hz, 100us; diminuicédo da DP.
[20] e randomizado dismenorreia priméria. T: 40 min;
n: 21 mulheres EVA.
Potur; Estudo prospectivo Comparar os efeitos de um | GC: N&o usou nenhum tratamento Houve diferengas significativas entre 0s

Komurcu, controlado patch de baixa dose de GA: Medicagao analgésica (dose grupos em termos de intensidade da dor
2014 GA: 61 calor com a auto-medicacao Unica); apos 8 horas de aplicagdo, comprovando
[21] GP:66 analgésica na reducdo dos | GP: Baixo ventre, contra a pele, por | que o patch de calor é um método eficaz

GC:66 sintomas de dor na DP. um periodo de aplicacéo de 2 ciclos para reduzir a dismenorreia.

menstruais;
EVA.
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Shirvani, M.
A.; Motahari-
Tabari, N.;
Alipour, A,
2014
[13]

Ensaio clinico
randomizado
n: 122 mulheres
GP: 61
GC: 61

Comparar o efeito do acido
mefendmico e gengibre
(Zingiber officinale) no

tratamento da dor na DP.

GG: Gengibre, 250 mg, v.0., 6/6h;
GM: Acido mefenamico, 250 mg,
v.0., 8/8h a partir do inicio da
menstruacao até o alivio da dor
durar dois ciclos;

EVA.

A medicdo repetida mostrou uma diferenca
significativa na intensidade da dor dentro
dos grupos por tempo, mas nao entre 0s
grupos. Sendo o tdo eficaz quanto o acido
mefenamico no alivio da dor na DP.

Ghodsi;
Asltoghiri,
2014
[22]

Estudo clinico

randomizado.

n: 80 mulheres
GE: 40
GC: 40

Avaliar a eficicia da erva
doce (Foeniculum vulgare
M.) nos sintomas da DP e
na duracgdo da menorréia.

GE: Erva-doce, 30 mg, v.0., 4/4h, 3
dias antes da menstruacéo até o 5°
dia por 3 meses;

GC: Néo recebeu medicacao.
EVA

Ap0ds 3 meses observou-se uma
diminuicdo da media da intensidade, da
fraqueza e da nausea além de uma reducéo
no periodo menstrual. Sendo assim, eficaz
no alivio dos sinais de dismenorréia, na
duracgdo menstrual e nos seus problemas
sOcio-psicoticos.

Abd-El-
Maeboud;
2014
[23]

Estudo randomizado
comparativo
n: 60 mulheres

Avaliagdo preliminar da
eficécia e seguranca do uso
de uzara (Xysmalobium
undulatum) no tratamento
da dismenorreia primaria
moderada e grave em
comparacao ao ibuprofeno.

G: Uzara, 80 mg, v.0, 8/8h e depois
ibuprofeno, 400 mg, v.o., 6/6h em
dois ciclos subsequentes ou vice-

Versa;
EVA.

Uzara foi comparativamente eficaz para o
ibuprofeno com taxas comparaveis de
eficacia na avaliacdo global (cerca de 50%
para cada droga) e taxas de faltas escolares
(11,7% vs. 13,3%;). E com menores
efeitos colaterais.

Lauretti et
al., 2014
[24]

Estudo prospectivo
duplo cego
randomizado
n: 40 mulheres

Avaliar a eficacia e
seguranca de um novo
dispositivo portétil para

colicas menstruais.

TENS TANIX;

F: 85 Hz 100us;

T: 30 minutos;
EVA.

O dispositivo portatil TENS demonstrou-
se eficaz para o alivio da dor e melhora a
gualidade de vida.

Dehkordi;
Baharanch;B
ekhradi, 2014

[25]

Clinico, randomizado,
clinico, experimental
n: 96 mulheres
GE: 48
GP: 48

Investigar os efeitos
terapéuticos da inalacéo do
6leo de lavanda nos
sintomas da DP.

GE: Aroma de lavanda diluido em
6leo de sésamo;
GP: Oleo de sésamo;
Inalagdo: 5 min.

A lavanda foi altamente eficaz na redugao

da pontuagdo de sintomas (dor abdominal,

dor nas costas, desmaio, fragueza, vomito
e congestdo nasal).
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Azima et al., Ensaio clinico Comparar o efeito da GM: Dois ciclos consecutivos de A massagem aromatica e o exercicio
2015 controlado massagem com Oleo de massagem com 0leo de lavanda; isométrico sao efetivos na reducdo dos
[12] GELI:40 lavanda e exercicio GEI: 8 semanas de exercicio sintomas da DP e a redugéo da intensidade

GM:40 isométrico na DP. isométrico; da dor foi mais significativa no grupo da
GC:40 GC: Sem intervencéo; massagem.
EVA,
Questiondrio de Spielberger.

Lee B. etal.,, Ensaio clinico Investigar a eficcia e a hf- TENS; A combinacdo de hf-TENS e termoterapia
2015 randomizado Unico- seguranca da terapia F: 100-110Hz; foi eficaz e seguro no alivio da dor aguda
[26] cego, controlado por combinada hf-TENS e T: 10min; em mulheres com DP moderada ou grave.

placebo termoterapia no alivio da Termoterapia
n: 115 mulheres dor DP. 40 %1 °C ou 37 £1 °C (20min);
GE: 57 GE: hf-TENS / termoterapia
GC: 58 GC: Dispositivo simulado.
EVA.
Kannan et Ensaio clinico Awvaliar o efeito de uma Treinamento aerobio vigoroso em | Foi comprovado a eficacia do exercicio na
al., 2015 randomizado Unico- intervencdo com exercicio uma esteira por gestdo da dor em mulheres com
[27] cego, prospectivo para reduzir a intensidade 30 min; dismenorreia e melhora da qualidade de
n: 70 mulheres da dor e melhorar a Aguecimento:10 min; vida.
GE: 35 qualidade de vida em Resfriamento: 10min;
GC: 35 mulheres com DP. Alongamento para masculos
lombares, regido pélvica,
fortalecimento dos musculos
abdominais e glateos.
EVA
Ortiz et al., Ensaio clinico Avaliar a eficacia de um GE: Fisioterapia por 3 meses com O fortalecimento, alongamento e
2015 randomizado Unico- programa de fisioterapia alongamento, alongamentos relaxamento muscular técnicas, sdo
[4] Cego, prospectivo para aliviar os sintomas de especificos, exercicios de Kegel, eficazes para reduzir os sintomas da DP

GE: 96
GC: 96

DP.

exercicios de corrida e de
relaxamento.

guando eles sdo realizados regularmente.




45

Hong G.Y et Ensaio clinico Avaliar a eficicia e GE: O dispositivo Color DNA- A LLLT pode ser uma modalidade eficaz e
al., 2016. prospectivo, seguranca da terapia de luz WSF; segura de tratamento para mulheres com
[28] multicéntrico, placebo- | de baixo nivel (LLLT) em GC: Tratamento com dispositivo DP.
controlado, duplo cego mulheres com DP. ficticio (placebo);
GC: 38 3meses;
GE: 41 EVA.

Uysal et al., Ensaio clinico Avaliar os efeitos do 6leo GE: Diclofenaco de sddio, 75mg, O o6leo essencial de rosa aplicado por
2016 randomizado, placebo essencial de rosa na DP. I.M. + inalagdo com 6leo essencial inalacdo pode ser uma modalidade de
[29] controlado de rosa (2%); tratamento adjuvante eficaz na DP.

GE: 50 GC: Diclofenaco de sodio, 75mg,
GC:50 I.M.
EVA
Gaubeca- Ensaio randomizado em Comparar a eficacia do GE: Dry needling em ponto de As mulheres do grupo GE relataram
Gilarranz, grupo paralelo agulhamento seco (dry gatilho; reducdo da dor e da quantidade de
2018. n: 56 mulheres needling) em ponto de GAP: Agulhamento placebo; medicamentos em relacdo ao placebo ou
[30] GE: 19 gatilho versus placebo, em GC: Nenhum tratamento; controle. Nao foram encontradas
GAP: 18 relacdo ao grupo controle Todos realizaram alongamento do diferencas no nimero de dias com dor ou
GC: 19 ndo tratado, sobre dor e musculo reto abdominal qualidade de vida.
qualidade de vida em casos diariamente.
de DP. Avaliacdo no inicio, 1 e 2 meses
apos o tratamento;
EVA.

Legenda - DP: Dismenorreia primaria; EVA: Escala visual analdgica; GA: Grupo analgesia; GAP: Grupo agulhamento placebo; GC: Grupo controle; GE:
Grupo experimental; GEI: Grupo exercicio isométrico; Gl: Grupo ibuprofeno; GM: Grupo massagem; GP: Grupo patch; I.M.: Intramuscular; LLLT: Low-
level laser therapy; T: Tempo; TENS: Transcutaneous electrical nerve stimulation; V.O.: Via oral
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O Quadro 1 dispBe esses artigos apoOs a selecdo criteriosa de acordo com ano de
publicacdo em ordem crescente, tipo de estudo, objetivo, terapéutica com método avaliativo e
resultados. Todos descrevem técnicas e formas aprimoradas para alivio da dor e de desconfortos
ocasionados pela dismenorreia.

Terapias complementares ndo farmacoldgicas podem ser associadas a novas formas de
administracdo de medicamentos e dessa maneira também reduzir o nivel de exposicao as drogas
e seus efeitos colaterais de modo a potencializar o alivio da sintomatologia da dismenorreia
primaria. Através de técnicas como a aromaterapia, eletroestimulacdo, massagem ou exercicios
pode-se promover uma reducao da hipdxia e com isto aumentar o nivel de oxigenacao tecidual
propiciando uma melhor circulagdo sanguinea e linfatica, aliviando a rigidez muscular e como
consequéncia a dor [19].

Nesse sentido, um estudo foi realizado para investigar exclusivamente os efeitos
terapéuticos da inalacdo do 0leo de lavanda nos sintomas da dismenorreia e na quantidade de
sangramento para aliviar as queixas e desconfortos, e, assim, melhorar a qualidade de vida das
mulheres. Essa pesquisa comprovou gque nao existe uma associacdo significativa entre a
inalacdo de lavanda e a quantidade de sangramento menstrual durante os primeiros trés dias,
entretanto a técnica comparada ao placebo reduziu drasticamente a gravidade dos sintomas da
dismenorreia priméria [25].

Em pesquisa mais recente, pesquisadores associaram a inalacdo de 6leo essencial de
rosa com o tratamento por AINE e comprovaram que as técnicas em conjunto reduziram a dor
na dismenorreia primaria mais do que o tratamento com AINE de maneira isolada. 1sso sugere
que essa alternativa pode ser usada como uma terapia adjuvante no alivio da dor em pacientes
com essas queixas [29].

Apay et al [19], incluiram & aromaterapia o efeito da massagem com 06leo de lavanda
em comparacao a massagem placebo com vaselina liquida inodora. O éleo essencial de lavanda
é utilizado para ser um estimulante adrenocortical que estimula a circulacdo. Os resultados do
estudo demonstraram que a massagem foi eficaz na reducdo da dismenorreia e que o efeito com
6leo de lavanda sobre a dor foi maior comparado ao placebo. Além disso, é importante ressaltar
que o método pode ser utilizado aplicado de forma segura, porque ele ndo apresentou efeitos
colaterais, tem menor custo e é de facil aplicacdo.

Azima et al [12] compararam a eficacia da massagem aromatica e exercicios isométricos
sobre a intensidade, duragdo da dor, e nivel de ansiedade em estudantes que sofrem de
dismenorreia primaria. Os exercicios isométricos incluiram os musculos do assoalho pélvico,

adutores femorais, reto, transversos e obliquos do abdémen. Os achados do estudo mostraram
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que ambas as técnicas, pelo menos em curto prazo, podem reduzir a intensidade e a duragdo da
sintomatologia da dismenorreia priméria. Entretanto, o nivel de ansiedade ndo foi
significativamente reduzido no grupo exercicios isométricos. Acredita-se que essa redugdo
aconteceu no grupo da massagem, porque a mesma promove regulacdo da resposta emocional-
sensacional limbica promovendo a melhoria do fluxo de sangue e linfa, e relaxamento dos
musculos contraidos.

Outros autores corroboram com a influéncia do exercicio na reducao da duracdo da dor
possivelmente associada ao aumento do fluxo sanguineo e do metabolismo no Utero. Onde
avaliaram e comprovaram o efeito de uma intervencdo com treinamento aerébio vigoroso para
reduzir a intensidade da dor e melhorar a qualidade de vida em mulheres com dismenorreia
primaria [27].

Quanto a avaliacdo da eficacia de um programa de fisioterapia para aliviar os sintomas
de dismenorreia primaria com alongamentos especificos, nele foi incluido exercicios de Kegel,
exercicios de corrida, e de relaxamento [4]. O estudo comprovou que essas técnicas, Sao
eficazes para reduzir os sintomas quando eles sdo realizados regularmente. Rakhshaee [15]
verificou a efetividade de trés posicionamentos da Yoga em adolescentes com dismenorreia
priméaria e concluiu que esta técnica reduz de forma significativa a severidade e a duracdo da
dor em mulheres com essa condicao.

Outras terapias alternativas ja estudadas como a Eletroestimulacdo Transcutanea e
Acupuntura, também comprovaram seus efeitos na reducdo da dor, mesmo que a curto prazo,
0 que ratifica a ideia que o tratamento por via topica pode ser eficaz, principalmente se novas
tecnologias fossem desenvolvidas para incorporacéo e liberacdo de medicamentos, bem como
se associadas a terapias complementares [31-32-33].

A estimulacdo elétrica transcutdanea (TENS) € um recurso fisioterapéutico de facil
manejo, utilizada para o alivio da dor pela estimulacdo de nervos periféricos, onde se utiliza
eletrodos na pele com o intuito de transmitir correntes, ativando a liberacdo de opidides
enddgenos baseada na teoria das comportas. A corrente elétrica apresenta efeitos fisioldgicos
ocasionando analgesia devido a ativacdo das fibras de diametro largo (A-beta), sem estimular
as fibras de menor diametro (A- delta e C) [20].

Pesquisadores, em seus estudos, avaliaram a eficacia de um novo dispositivo portatil,
TENS (TANYX), usado para o tratamento de cdlicas menstruais. A aplicacdo do dispositivo
foi durante 7 dias, por 30 minutos. A intensidade da dor foi medida pela pontuagéo da Escala
Visual Analdgica (EVA). O TENS (TANYX) demonstrou ser eficaz para o alivio da dor e

melhora na qualidade de vida. A portabilidade do dispositivo é certamente uma vantagem por
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oferecer uma terapia continua; porém, sdo necessarios novos estudos a respeito do uso deste
dispositivo [24]. O mesmo resultado foi obtido por estudos que avaliavam a influéncia da TENS
convencional em 21 voluntérias, com frequéncia de 120 Hz e 100us durante 40 minutos,
constatou que a TENS de alta frequéncia reduziu a dor na dismenorreia primaria [20].

Ainda no contexto de terapias transdérmicas, o ensaio clinico randomizado de Gaubeca-
Gilarranz evidencia cientificamente que uma Unica sessdo de agulhamento seco em pontos-
gatilhos ativos do musculo reto abdominal combinada com um exercicio de alongamento é mais
eficaz do que placebo e agulhamento sozinho na reducéo da intensidade da dor e do nimero de
AINEs usados em mulheres com dismenorreia primaria [30].

Outra vertente analisada nessa revisdo para a dismenorreia priméaria advém da terapia
por plantas medicinais. Estas tém sido extensamente utilizadas em diversas culturas hd milhares
de anos e atribuem um papel significativo na descoberta de novos produtos como agentes
terapéuticos, aléem de serem fonte e inspiracdo para uma grande fracdo da atual Farmacopeia
[34]. Isso porque, seus extratos e substancias isoladas (principio ativo), contribuem para a
manutencdo da saude, fato fortemente associado a sua facil aceitabilidade, disponibilidade e
baixo custo [35-36].

Quanto a busca de tal forma de tratamento voltado a plantas medicinais, verificou-se a
a eficacia da aplicacdo do uso oral de capsulas de gengibre (Zingiber officinale) em comparacgéo
a um AINE de referéncia no tratamento da dismenorreia, o acido mefenamico. Ao fazer uma
analise comparativa quanto a intensidade da dor e a gravidade da dismenorreia nos meses de
observacdo, ndo houve diferenca significativa entre os grupos. O que sugere o0 uso do gengibre
como um tratamento alternativo satisfatorio [13].

Outra planta medicinal que se destaca diante de AINEs no tratamento de dismenorreia
primaria é a Uzara (Xysmalobium undulatum) que a partir de um estudo comparativo e
randomizado foi comprovado a eficacia da uzara frente ao farmaco comercial, ibuprofeno. Tal
resultado é significante, pois este tratamento apresenta-se como uma possivel alternativa e
destaca-se com uma melhor tolerabilidade e menor incidéncia de efeitos colaterais e
contraindicac6es [23].

Estudos recentes também confirmam a eficacia de plantas medicinais como a erva doce
(Foeniculum vulgare) e a valeriana (Valeriana officinalis) no tratamento da dismenorreia. A
erva doce foi evidenciada por apresentar um grande potencial no alivio das queixas da
dismenorreia e de seus problemas socio psicoticos; e a valeriana como uma alternativa eficaz,

devido seu possivel efeito antiespasmddico que resulta numa diminuigdo da dor, além de uma
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reducdo das manifestacBes sistémicas associadas & dismenorreia, com excecao da sincope [22-
16].

Apos a analise dos artigos, e constatada que a dor intensa € o principal e mais frequente
sintoma, foi realizada uma selecdo daqueles que utilizaram a escala visual analégica (EVA)
como medida do nivel de dor da dismenorreia antes e ap06s a aplicacao da técnica (Quadro 2).
Em seguida foi feita a relacdo entre a mesma e o nivel de significancia considerando como

estatistico o valor de p <0,05.



Quadro 2. Avaliacdo dos estudos segundo a severidade da dor na dismenorreia primaria e o nivel de significancia em relacdo ao controle e/ou placebo

[27]

Autor/ Ano N Dor Intervencao Técnica Técnica Controle/Placebo | Controle/Placebo p
Inicio Final / AINE [ AINE
Inicio Final
Rakhshall, 2011 92 EVA Yoga 2.51 1.50 2.35 2.45 0.000
[15] Andersch e
Milson
Mirabi et al., 100 EVA mm Valeriana 7.45 1.99 7.06 4.41 <0.001
2011 officinalis e
[16] placebo
Apay et al, 44 EVA mm Massagem com 82.36 51.13 82.36 74.31 <0.001
2012 aromoterapia e
[19] placebo
Shin et al.,2012 31 EVAcm LLLT e placebo 8 2 7.5 7 0.001
[17]
Baldan, Freitas, 21 EVAcm TENS 120 Hz e 5.64 0.80 5.66 2.97 <0.0001
Zambello, 2013 placebo
[20]
Abd-EI- 60 EVAcm Uzara 6.77 1.63 6.77 1.61 <0.001
Maeboud et al., (Xysmalobium
2014. undulatum) e
[23] Ibuprofeno
Komurcu et al., 193 EVAcm Patch de calor 8.08 1.99 7.34 5.78 <0.01
2014




Lauretti et al., 40 EVAcm TANYX® 85Hz 8 2 8 7 <0.001
2014. e placebo
[24]
Azima et al., 102 EVAcm Exercicio 6.58 4.64 6.61 6.94 <0.001
2015
[12]
Ortiz et al., 160 EVA mm Fisioterapia 64.9 35 62.9 60 <0.05
2015
[4]
Leeetal., 2015 115 EVAcm hfTENS + 6.0 4,53 7.05 5.72 <0.001
[26] termoterapia
Shirvani;Alipou 122 EVA mm Gengibre e 58.01 43.49 55.03 39.01 0.01
r, 2015 acido mefanico
[13]
Hong et al., 79 EVAcm LLLT e placebo 8.22 3.88 8.05 6.26 <0.001
2016
[28]
Uysal et al., 100 EVAcm Aromoterapia 7.79 2.09 8.11 3 0.019
2016 (oléo essencial
[29] de rosa) e DS
Gaubec- 56 EVA mm TrP-DN 65.4 28.8 62.1 51.6 <0.001
Gilarranz et al.,
2018
[30]

Legenda - EVA: Escala visual analdgica; DS: Diclofenaco de sédio; hf: High frequence; LLLT: Low-level laser therapy; TANYX®: Dispositivo portatil TENS;
TENS: Transcutaneous electrical nerve stimulation; TrP-DN: Trigger point dry needling; p: Nivel de significancia
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3.2. Prospeccéao Tecnoldgica

Os dados levantados por patentes resultaram apds o refinamento da pesquisa em um
total de 12 documentos depositados entre 2008 a 2018, referentes ao tema e seguindo 0s
critérios pré-estabelecidos, com a utilizacdo dos mesmos descritores de busca. Vale destacar
que durante a utilizacdo de busca das patentes foram recuperados apenas 0s documentos que ja
haviam sidos publicados.

O Quadro 3 descreve as patentes com respectivos nimeros; classificacdo internacional
de patentes (CIP); titulo; inovacdo e ano de depoésito, com as aplicacdes tecnoldgicas para
tratamento da dismenorreia nas bases: Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI);
European Patent Office (EPO) e da World Intellectual Property Organization (WIPO). Esses
resultados chamam atencao para a base de dados nacional com apenas dois depositos realizados,
0 que pode ser interpretado como um alerta para a comunidade cientifica nacional para a
necessidade de novas pesquisas e desenvolvimento de produtos relacionados ao tratamento
dessa condigéo.

Todas as patentes investigadas na descricdo da invencdo enfatizam a ideia que a
dismenorreia € uma condi¢do incapacitante para muitas mulheres. Dessa forma, as patentes
corroboram os artigos no intuito de desenvolver métodos, composi¢des ou dispositivos para
amenizar os sintomas da dismenorreia, seja através do aprimoramento da via de administracéo
transdérmica de AINES, como na patente que cria uma bandagem com uma fita de flurbiprofeno
para o alivio da dor na dismenorreia em mulheres; seja por meio de extratos naturais e
desenvolvimento de compostos quimicos, como nas patentes que demonstram a reducdo da
contratilidade uterina promovida por essas substancias em Gtero isolado apds indugdo por
PGF,, e/ou ocitocina ou também por meio de dispositivos magnéticos e geradores de

microcorrentes [26].



Quadro 3. Patentes com aplicagdes tecnoldgicas para terapia de dismenorreia depositadas no INPI, OMPI e EPO.
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NUMERO CIP INVENTOR TITULO INOVACAO ANO DE
DE DEPOSITO
PATENTE
Pl AB1F KOEY, A. Tratamento da Os métodos e as composicdes sdo fornecidas para o tratamento de dismenorreia 2009
0907168-7 13/00 dismenorréia através da primaria e secundaria. Alguns aspectos da invencédo incluem a administragdo
A2 administracdo transdérmica de uma quantidade eficaz de AINEs
AB1K transdérmica de
9170 antiinflamatorios nio-
US2009044 esterdides (AINE).
379
KR2011001 | A61K36 | CHOI Composicdo de extrato Uma composicdo para o tratamento da irregularidade menstrual contendo extrato | 2011
5172 (A) 1234 CHEOL de plantas para de Cnidium officinale Makino, Angélica gigas Nakai, Trigonella foenum-
A61K36 | SEOK [KR] dismenorréia em graecum, Pyrola japonica e Corydalis turtschaninovii. E usado na forma de
/65 (+1) mulheres. solucdo, suspensdo, emulsdo, gel, comprimido e pilula.
CN2011130 | A61P15 | NIANPING Composicdo medicinal A invencéo descreve uma composi¢do medicinal chinesa para o tratamento da 2011
1357 /00 FENG chinesa de um extrato dismenorréia que compreende os seguintes produtos farmacéuticos em partes por
20110929 YONGTAI fluido composto para peso: 1-50 partes de frutas medicinais evadicas e 1-50 partes de casca de cassia
ZHANG (+4) tratamento de (Cinnamomum cassia). A invenc¢do descreve ainda um extrato fluido composto
dismenorréia. desta composi¢do que apresenta eficacia notvel sobre a dismenorreia.
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BR 112012 | AO0IN KAZUKO Composigoes, métodos Tal método € voltado para prevencdo e/ou tratamento de dismenorreia ou 2011
022619 3 31/14 MATSUDA / e dispositivos para o melhoria dos seus sintomas, compreendendo a administracdo ao paciente de uma
YUICHI tratamento da quantidade eficaz de um composto que pode derivar de seu metabolito, pro-
AB1K IWAKI / dismenorreia. farmaco ou um sal farmaceuticamente aceitavel de qualquer um dos precedentes.
31/075 MARIA
US2011027
370 FELDMAN /
KALE RUBY
KR2012002 | A61N1/ PARK Aparelhos estimulantes A partir de um aparelho estimulador de micro corrente é possivel executar um 2012
6786 05 CHEON para gerar micro tratamento utilizando biofeedback, administrando sistematicamente o processo de
20120315 | A61IN1/ | JUNG [KR] corrente usada para estimulagdo. Compreende um dispositivo de controle de corrente; um chip de
36 terapia de incontinéncia | comunicacdo sem fio; uma fonte de energia; e uma unidade de controle sem fio.
AB61N1/ urinaria e dismenorréia.
375 (+1)
CN2013213 | A61M3 REN JIE Absorvente com terapia O modelo de utilidade divulga um novo absorvente de magnetoterapia para 2013
3904U 7/00 magnética para dismenorreia ginecoldgica que compreende um protetor, fitas magnéticas, e
20130322 tratamento da reservatério para adicionar medicamento.
ABIN2/ dismenoreia.
08
CN2013151 | A61K36 WU YAN Aplicacédo de extrato A invencdo refere-se a uma nova aplicagdo de um extrato aquoso de folhas de 2013
2109 128 aquoso de folhas de bardana e particularmente refere-se a uma aplicacdo deste extrato na preparacdo
20131028 | A61P15 bardana (Arctium lappa | de medicamentos para o tratamento de dismenorreia. Este extrato tem eficacia no
/00 L.) na preparacdo de um | tratamento de dismenorréia e pode ser usado como terapéutica trazendo consigo a
A61K12 tratamento para vantagem de ndo apresentar efeitos colaterais.
7/00 dismenorréia.



https://gru.inpi.gov.br/pePI/servlet/PatenteServletController?Action=detail&CodPedido=934429&SearchParameter=BR1120120226193%20%20%20%20%20%20&Resumo=&Titulo=
https://gru.inpi.gov.br/pePI/servlet/PatenteServletController?Action=detail&CodPedido=934429&SearchParameter=BR1120120226193%20%20%20%20%20%20&Resumo=&Titulo=
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CN2015179 | A61K35 DU Metodo de preparagao A invencdo descreve um método de preparacdo do comprimido do extrato de 2015
4729 /32 YINGFENG do comprimido do melilotus para o tratamento da dismenorreia. O método compreende o0s seguintes
20151118 | A61K36 extrato de melilotus passos: (1) pesagem das seguintes matérias-primas, em partes por peso: 12-18
/8905 (Melilotus officinalis) partes de Bupleuri Radix, 10-15 partes de Alba paenoiae, 8-12 partes de Sinensis
AB1K9/ para o tratamento de radix angelicae, 4-6 partes de Ciperus rotundus, 4-6 partes de Lindera aggregata,
70 (+2) dismenorreia. 5-7 partes de Cimicifugae foetidae, 4-6 partes de Crocus sativus, 8-12 partes de
Scutellaria baicalensis, 8-10 partes de Rhizoma corydalis, 4-6 partes de sementes
de tangerina, 8-12 partes de Tetrapanax papyriferus, 8-12 partes de Rubia
cordifolia, 10-15 partes de escuro ameixa, 8-12 partes de Ligustricum wallichii e
3-5 partes de Panax notoginseng; (2) triturar as matérias-primas pesadas, misturar
e realizar uma extragdo com etanol para assim obter uma solucéo de lixiviacao.
CN2015101 | A61K36 | LI YOUBIN | Aplicacdo medicinal do A invencdo baseia-se no método de preparo do extrato de galangal e sua 2015
568 /9062 ZHANG extrato de galangina utilizacdo no tratamento da dismenorreia. Seu preparo € realizado a partir de
20150105 | A61P15 JUNQING para tratamento de rizomas secos da galanga (Alpinia galanga) que sdo esmagados, extraidos com
/00 (+1) dismenorréia. 40-95% de etanol, filtrados, onde tal filtrado foi concentrado sobre uma coluna de
resina macroporosa, lavado com 10-40% de etanol e 60-90% de etanol em
seguida o eluato obtido foi concentrado sob pressdo e em seguida foi seco.
KR2016005 | A61K36 HONG Composicdo para A presente descoberta sua eficacia na supresséo da contra¢do do masculo liso 2016
1547 /9068 | SEUNG HWA prevenir e tratar uterino de carater voluntério ou induzido por farmaco, deste modo, é capaz de
20160427 [KR] KIM dismenorréia e trabalho beneficiar na prevencdo e tratamento da dismenorreia ou trabalho de parto
YOUNG de parto prematuro prematuro. Além da auséncia de relatos sobre rea¢@es adversas, quando
CHUL [KR] compreendendo administrados por via oral, tem uma elevada taxa de depuracéo, enquanto as
(+2) subfracdo de solvente principais componentes de gengibre, shogaol ou gingerol sdo absorvidos 90% ou

ndo polar do extrato de
Gengibre (Zingiber
officinale).

mais sem apresentar um actimulo no corpo, possibilitando um uso mais seguro
deste.
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CN2016139 | A61K35 WANG Composigdo do extrato Tal invencao visa fornecer a composicao do extrato de crocodilo que é capaz de 2016
2938 /58 HUADONG de crocodilo para promover a circulagdo sanguinea, remover estase e tratar dismenorréia. Esta
20160603 | A61K36 tratamento da composicao é principalmente preparada a partir dos seguintes componentes: 20-
177 dismenorréia e método 30 partes de carne de crocodilo, 10-20 partes de polpa de Nephelium longanum
A61P15 de preparo da C. seca, 10-20 partes de frutos de framboesa (Rubus idaeus), 10- 20 partes de
/00 (+1) composicao. Citrus medica e 5-10 partes de erva-doce (Foeniculum vulgare M.).
CN2017167 | A61K31 DING Extrato semifluido de A invencdo refere-se a um extrato semifluido de feto de cervo para tratamento de 2017
9069 /7016 ZHIHONG feto de cervo para infertilidade, endometriose e dismenorréia. Sua eficacia baseia-se na medicina
20170810 | A61K35 tratamento de tradicional chinesa realizada a partie de combinados que exercem certa eficacia
/136 infertilidade, de beneficiar, nutrir o sangue, regular a menstruacao, dissipar o frio, dispersar a
AB61K35 endometriose e estagnacdo do sangue, aliviar a dor, e ter os efeitos notaveis de fortalecer os

/48 (+6)

dismenorreia.

canais da via e da concepcao, e ajustar imunidade.



https://pt.wikipedia.org/wiki/Nephelium
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Ainda no que concerne as formas terapéuticas alternativas para o tratamento da
dismenorreia, as patentes podem ser analisadas segundo a area biotecnoldgica de acordo com a
Classificacdo Internacional de Patentes (IPC). Como demonstra a Quadro 1, a classificacéo
presente em todas as patentes foi a A61, referente a Ciéncia Médica ou Veterinaria: Higiene, e
dentro desta, destacam-se 0s codigos A61K, A61P e AG1N.

A classificacdo A61K se refere a preparacdes para fins médicos, odontolégicos ou
higiénicos, e dentre as 9 patentes com essa classificacdo, 6 formas descritas dentro da
subcategoria A61K36, que incluem preparacdes medicinais contendo material de algas,
liquenes, fungos ou plantas, ou seus derivados, como medicamentos fitoterapicos tradicionais;
as outras 3 pertenciam ao grupo de materiais organicos ou desconhecidos. A classificacdo A61P
refere-se a atividades terapéuticas especificas de compostos quimicos ou preparagdes
medicinais, na qual as 4 patentes nessa classificacdo foram subcategorizadas em A61P15,
referindo-se a drogas para desordens genitais ou sexuais. Por fim, o codigo A61N, com 2
patentes, englobavam a eletroterapia; magnetoterapia; terapia de radiacdo e terapia por
ultrassom.

Através da andlise dos artigos e patentes, foi possivel compreender a necessidade de
terapias alternativas para o tratamento da dismenorreia primaria, com maior efetividade e
menores efeitos colaterais principalmente na tentativa de reduzir a intensidade e duragéo da dor
bem como no uso continuo de medicamentos.

4. Concluséo

O estudo de prospeccéo tecnologica sobre a administracdo transdérmica de farmacos e
terapias complementares para o tratamento da dismenorreia primaria por meio dos artigos
publicados e das patentes concedidas destacou a relevante importancia em se buscar novos
métodos para o alivio dos sintomas provocados por essa condicdo. As perspectivas convivem
no fato da descoberta de novas aplicacbes farmacologicas mais naturais e biotecnoldgicas,
principalmente no desenvolvimento de novos dispositivos capazes de facilitar e otimizar essa
forma de administracdo na tentativa de reduzir os efeitos colaterais, melhor a biodisponibilidade
e a eficacia terapéutica.
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A GOMA DO CAJUEIRO EXTRAIDA DO EXSUDATO DA Anacardium occcidentale
L. REDUZ A CONTRAC}AO UTERINA INDUZIDA POR OCITOCINA IN VITRO E
IN VIVO
The cashew gum extracted from exudate of Anacardium occcidentale I. reduces oxytocin-
induced uterine contraction in vitro and in vivo
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Resumo

Introducdo: Dismenorreia € um termo médico usado para definir colicas menstruais que tem
como uma das suas principais causas 0 aumento da contratilidade uterina.

Objetivo: O objetivo deste estudo foi investigar o efeito relaxante da goma do cajueiro
purificada (GCP) no utero isolado de ratas

Métodos: As ratas foram pre-tratadas com estradiol e eutanasiadas com intuito de isolar os
cornos uterinos. As contracdes uterinas foram monitoradas por um transdutor de deslocamento
de forca conectado a um amplificador de sinal. Os estudos foram realizados em Utero pré-
contraido com ocitocina ou KCI em diferentes concentraces da GCP. Foi investigado o efeito
da GCP sob uma curva concentragdo-resposta a ocitocina. O mecanismo de acao foi estudado
através da participacdo dos canais de potassio na presenca de tetraetilamodnio (TEA") ImM e 5
mM. O teste de contorcdo induzida por ocitocina foi utilizado como modelo de dismenorreia in
vivo. Os cortes histoldgicos do Utero também foram analisados.

Resultados: A CGP reduz a contracdo uterina induzida pela ocitocina in vitro de forma
significativa e dependente da concentragdo (CEso = 2,53 + 0,54 ug/mL) com eficacia maxima
de 97,8 £ 0,8%. A caracteristica do antagonismo da contracdo é do tipo ndo competitivo com
receptores de ocitocina. Na presenca de ImM e 5 mM de TEA™ o valor de Emax foi inferior a
50%, o que sugere o envolvimento dos canais de K*. O estudo in vivo demonstrou que a GCP
reduziu significativamente o nimero de contorc¢des induzidas por ocitocina com uma inibicao
méaxima 78,86 + 8,97%. Cortes histolégicos confirmaram o efeito tocolitico da GCP.
Concluséo:O presente estudo demonstrou a existéncia de um efeito inovador da CGP, ao
demonstrar sua capacidade de diminuir a contracdo do musculo liso uterino induzido pela
ocitocina in vitro e in vivo. O mecanismo tocolitico sugere estar associado a ativacao dos canais
de K*. Isso amplia as possibilidades da GCP ser investigada para o tratamento da dismenorreia
primaria.

Palavras-chave: Goma do Cajueiro; Contragdo uterina; Dismenorreia priméria
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1. Introducéo

O termo “dismenorreia” ¢ derivado de palavra grega que significa fluxo mensal dificil.
E usado para denominar as célicas menstruais dolorosas e ocorre durante a menstruagio ou
algumas horas antes desta. Caracteriza-se por dor, sob forma de c6lica, habitualmente no baixo
ventre ou na regido lombar, onde sintomas como nauseas, diarreia ou cefaleia podem
acompanha-la ou ndo (Dawood, 2006).

A dismenorreia primaria (DP) ocorre na auséncia de condicéo patoldgica identificavel
e caracteristicamente comeca na ou logo apds a menarca (Chen et al., 2014). A dor geralmente
ocorre no inicio da menstruagdo, dura 1-3 dias e acompanha sintomas sistémicos (Ryan, 2017).
De acordo com uma pesquisa feita sobre mulheres de em idade reprodutiva, a prevaléncia varia
de 20% a 90% (Nguyen et al., 2015; Kazama et al., 2015).

O aumento da contratilidade uterina foi proposto como uma das principais causas da
dismenorreia primaria. Estudos clinicos demonstraram que, nessas pacientes, a contracao
anormal pode reduzir o fluxo sanguineo uterino, levando a isquemia miometrial (Yang et al.,
2016). Para Nunes et al. (2013), esse problema pode afetar em grande propor¢do mulheres em
idade reprodutiva, interferindo principalmente em suas atividades cotidianas, afetando sua
qualidade de vida e bem-estar geral.

Chauhan (2012) afirma que seus sintomas podem estar relacionados com a acao de
prostaglandinas (PGs), onde a PGF; alfa que ¢ liberada durante a menstruagdo pode estimular
as contracdes do miométrio, sensibilizando as terminacdes nervosas e provocando a isquemia
e dor. Desta maneira, a inibicdo na producdo das PGs no endométrio, com a utilizacdo de anti-
inflamatérios ndo esteroidais (AINES), apresenta-se como o tratamento mais efetivo da
dismenorreia primaria (FEBRASGO, 2013), entretanto, ainda assim sdo ineficazes em cerca de
20% a 25% das pacientes com dismenorreia primaria (Harel,2008).

Além disso, a ingestdo oral dessa classe de medicamentos causa varios efeitos colaterais
sisttmicos como nauseas, ulceracdo e sangramento na mucosa, bem como sintomas recorrentes
(Bortolon et al., 2008). Terapias alternativas vém se destacando na tentativa de aliviar a
intensidade e a duracdo da dor ocasionada pela dismenorreia primaria (Dias et al.,2019). O uso
de plantas medicinais foi provado ser mais seguro e mais eficaz com menos efeitos adversos no
tratamento da DP e com maiores possibilidades de exercer eficiéncias terapéuticas sinérgicas
(Cheng et al.,2018; Sosorburam et al.,2019).

Dentre estes materiais, podem ser citadas as gomas que sdo polissacarideos consituidos
em unidades mdaltiplas de monossacarideos naturalmente presentes em plantas, o que lhes

confere um carater essencialmente barato e abundante. Possuem diversas aplicaces como
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espessantes, emulsionantes, corantes e atuam também nos sistemas de liberacdo controlada de
farmacos (Ranaa et al, 2011).

A Goma do cajueiro (GC) é um polissacarideo extraido da espécie Anacardium
occidentale L. (De Paula et al., 1998) e tem sido pesquisada pela industria farmacéutica,
atuando como adjuvante em formulacdes topicas (Kumar, et al., 2009; Das, Nayak, Nanda,
2013), e com comprovado efeito antiulcerogénico e antidiarreico (Carvalho et al., 2015; Aradjo
etal., 2015), na protecdo da mucosa esofagica humana (Nicolau et al., 2017), bem como o efeito
protetor topico na integridade da mucosa laringea de camundongos (Borsaro et al., 2017).

N&o existe na literatura estudos acerca do efeito tocolitico da goma do cajueiro, ou de
substancias de mesma composi¢cdo quimica sobre o Utero em roedores. No presente estudo, se
objetivou investigar o efeito da Goma do Cajueiro purificada (GCP) e 0s mecanismos
envolvidos na reducdo da contracdo uterina, utilizando modelos experimentais in vitro e in

vitro.

2.Material e Métodos
2.1 Material
2.1.1 Botanico

A goma do cajueiro extraida do tronco da arvore Anacardium occidentale L., na cidade
de Parnaiba, litoral do Estado do Piaui foi purificada no laboratorio de biotecnologia (BIOTEC)
da Universidade Federal do Piaui (UFPI).
2.1.2 Animais

Para os protocolos in vitro foram utilizadas ratas Wistar virgens (Rattus norvegicus)
pesando entre 150 e 250 g e para os protocolos in vivo foram utilizados camundongos Swiss
fémeas virgens pesando entre 20 e 30g e com 6 a 8 semanas de vida. Todos os animais foram
mantidos em gaiolas de polipropileno com ventilacdo e temperatura (22 + 2°C) controladas e
constantes, submetidos diariamente a um ciclo claro-escuro de 12 horas, sob rigoroso controle
alimentar. Todos o0s protocolos experimentais propostos foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Piaui, de acordo com o Protocolo n°
410/2017.
2.1.3 Drogas e reagentes

O benzoato de estradiol foi obtido pela Infinity Pharma® dissolvido em etanol e soro
fisioldgico para obtencdo da solucdo estoque (1,25mg/mL). A ocitocina foi obtida da Sigma-

Aldrich®. Todas as substancias experimentais foram preparadas com agua destilada.
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Para eutanasia dos animais foi utilizado o tiopental sédico 100 mg/kg associado a
lidocaina 10 mg/kg via intraperitoneal. O farmaco comercial Ibuprofeno (suspensao oral
50mg/ml) foi adquido pelo Laboratério Medley®.

2.1.4 Solugéo nutritiva

Para os experimentos de contracgdo e relaxamento do Utero isolado de rata, utilizou-se a
solugdo nutritiva de Locke Ringer (em mmol-L™*: NaCl 120, KCI 4.6, CaCl 1.5, MgSOs 1.2,
KH2PO4 1.0, NaHCO3 25 e glicose 11), aerada com mistura carbogénica (95 % de O2 e 5 % de
CO>) e mantida em um banho de érgdos a temperatura constante de 32 + 1°C.

2.1.5 Preparacao da solucédo-estoque da GCP

A GCP foi diluida em agua destilada (pH 7,0) para obtencdo da solucdo-estoque (10
mg/mL) a qual foi armazenada em um “freezer”, entre -18° e -20° C, sendo novamente diluida
em agua destilada de acordo com a necessidade de cada protocolo experimental.

2.1.6 Aparelhagem

Para registro das contragdes isométricos os segmentos de Utero isolado foram suspensos
em cubas (6 mL) de um sistema de banho para 6rgéos isolados. Para o monitoramento das
contragbes foram utilizados transdutores de forca modelo TRI210AD (Panlab®, Espanha)
acoplados a um amplificador de forca AECAD 1604, software AQCAD 2.3.6, AVS Projetos,
SP, conectado a um computador. Para manter a temperatura, foi utilizado um banho de érgéaos
modelo AVS-BM. Todas as substancias foram pesadas em balanca analitica modelo AY?220
(SHIMADZU).

2.2 Métodos

2.2.1 Extracdo e purificacdo da Goma do Cajueiro

O exsudato do cajueiro foi extraido por incisdes no tronco da arvore e apresentou-se
como goma de coloracdo amarelada e solivel em agua segundo método ja descrito (De Paula;
Rodrigues, 1995). O sistema foi submetido as seguintes etapas: filtracdo, precipitacdo, nova
filtracdo e lavagem do precipitado seguindo método de Costa, Rodrigues & de Paula (1996).
2.2.2 Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros de FT - IR foram registados em pastilhas de KBr num espectrofotometro

Shimadzu FT - IR 8300 no intervalo de nimeros de onda de 4000-500 cm'™,
2.2.3 Anédlise Elementar

A analise elementar foi obtida no equipamento analisador elementar - Perkin Elmer

2400 com o método Pregl-Dumas em atmosfera de oxigénio puro e detector TCD (detector de

condutividade térmica).
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2.2.4 Preparagdo de Utero isolado de ratas

Para os experimentos foram utilizados cornos de Gtero isolados de rata (200-250 g) pré-
tratadas por via subcutanea com estradiol (0,5 mg/kg) um dia antes da eutanasia que foi
realizada por sobredose de anestésico geral associado a anestésico local (tiopental sédico 150
mg/kg associado a lidocaina 10 mg/kg intraperitoneal).

Em sequida, foi feita a dissecacdo do Utero onde seus cornos foram isolados
individualmente, transferidos para cubas de vidro contendo 6 mL de solucdo de Locke Ringer,
onde permaneceu em repouso por 45 minutos sob tensdo de 1g, efetuando, neste periodo, a
renovacdo da solugéo nutritiva a cada 15 min. Quando a amplitude se estabilizou, as contragdes
uterinas foram monitoradas por um transdutor de deslocamento de forca conectado a um
amplificador de sinal.

2.2.5 Efeito GCP sobre utero pre-contraido por Ocitocina ou KCI.

Apo0s estabilizacdo foram adicionados as cubas, ocitocina (102U1/mL) ou KCI (60 mM).
Durante a fase tonica sustentada da contracdo, a GCP foi adicionada a cuba, em preparacdes
diferentes de 10° a 10% pg/mL. O relaxamento produzido por GCP foi expresso como a
percentagem reversa da contracao inicial induzida pelo agente contraturante (OCI ou KCI).
2.2.6 Efeito da GCP e do Ibuprofeno em Gtero pré-contraido por Ocitocina.

Apos estabilizacdo da preparacio foram adicionados as cubas, ocitocina (102 UI/mL) e
durante a fase tbnica da concentracdo foi adicionado GCP/IBU cumulativamente, em
preparacdes diferentes de 102 a 10% ug/mL.

2.2.7 Efeito da GCP sob uma curva concentragao-resposta a ocitocina (10° a 10"t M).

Ap0s eutanasia dos animais, 0 preparo do tecido e sua respectiva estabilizacdo, foram
realizadas duas curvas consecutivas e do tipo concentracdo-resposta cumulativas de ocitocina
(10°a 10'M). Em seguida, na auséncia da ocitocina, a GCP foi incubada por 20 min em
diferentes concentracGes e em experimentos independentes. ApoOs este periodo, ainda na
presenca de GCP, uma nova curva concentracdo-resposta cumulativa a ocitocina foi obtida. Os
resultados foram avaliados comparando-se a porcentagem da resposta contratil na presenca e
na auséncia da GCP.

2.2.8 Investigacdo da participacdo dos canais de potassio no efeito tocolitico induzido pela
GCP sobre atero pré-contraido por ocitocina

Para investigar o envolvimento de canais de potéssio no mecanismo de ag&o tocolitico
da GCP, apds o preparo do tecido e respectiva estabilizacdo, foram adicionados as cubas por,
20 min em experimentos independentes, 5 mM de tetraetilmonio (TEA®), que nessa

concentracdo é um bloqueador ndo seletivo dos canais de potassio e 1mM de TEA*, que nessa
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concentracdo é um bloqueador seletivo para BKca (canais para potassio de grande condutancia
ativados pelo Ca?"). Apds esse periodo, na presenca do bloqueador, uma nova contragdo foi
induzida pela ocitocina (102 UI/mL) e durante a fase ténica sustentada da contracio, a GCP foi
adicionada cumulativamente a cuba, em preparagdes diferentes 102 a 10° pug/mL. O
relaxamento produzido foi expresso como a percentagem reversa da contracao inicial induzida
pelo agente contraturante.
2.2.9 Teste de contorgéo induzida por ocitocina como modelo de dismenorreia

O teste de contorcéo foi realizado de acordo com o método relatado por Yang et al.
(2015). Camundongos fémeas foram divididas aleatoriamente em sete grupos (n = 10/ grupo)
da seguinte forma: grupo normal (sem tratamento com estradiol), grupo modelo (salina), grupos
GCP de diferentes doses (0,03; 0,3; 3 e 30 mg/kg) e grupo controle positivo (Ibuprofeno
7,5mg/kg). Cada camundongo do grupo modelo, grupo GCP e grupo de controle positivo foi
pré-tratado com estradiol (intraperitoneal) durante 3 dias consecutivos numa dose de 1 mg/kg/d.
As diferentes doses de GCP e Ibuprofeno foram administradas por via oral 0,5 h antes da injecédo
intraperitoneal de ocitocina (0,4 Ul por animal). O nimero de alongamentos ou contorcdes foi
registrado em 30 minutos apds a injecao de ocitocina.
2.2.10 Analise histologica do utero

Foram coletadas 3 amostras de cada grupo dos modelos in vitro e in vivo para a analise
histoldgica. Apos o experimento inicial, os uteros foram imersos em formol tamponado a 10%
por 24 horas. Em seguida, as amostras foram representadas por meio de cortes transversais e
dispostas em cassetes previamente identificados. O material foi levado a rotina histologica por
11h (Formol-Alcool-Xilol), sendo uma hora em cada banho e posterior inclusio em parafina.
Os blocos foram cortados em microtomo (Leica) para a confeccdo das laminas histologicas.
Ap0s os cortes, as laminas foram levadas a estufa (70°C) por 15 minutos e, posteriormente

submetidas a coloracdo hematoxilina/eosina de rotina.

3. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m). Para
comparacdo multipla dos dados paramétricos, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA)
pelo programa estatistico GraphPad Prism 6.0® seguida do teste de Student Newman Keul. O
teste de Tukey foi utilizado para multiplas comparacdes. Valores de p< 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos e p<0,01 considerado altamente significativo. Os valores CEsg
(concentracdo de uma substancia capaz de induzir 50% de uma resposta maxima) foram obtidos

através de regressdo ndo-linear. O valor de Emax foi correspondente a média percentual de
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relaxamento de GCP para cada condicgdo estudada. E a taxa de inibicdo (1%) das contorg¢Ges no
modelo de dismenorreia foi calculada da seguinte forma: 1% = (média do grupo controle OCI -

média teste) /Média do grupo controle OCI x 100).

4. Resultados
4.1 Espectroscopia no Infravermelho

O espectro de FT-IR de CG mostra bandas em 3379 e 2933 cm™ atribuidas as vibragGes
de estiramento O-H e C-H, respectivamente. A absor¢do em 1649 cm™ é devida a vibragio de
O-H de moléculas de 4gua. As bandas em 1150, 1080 e 1030 cm™ sio referentes ao estiramento

de C-O-C e deformacdo dos grupos O-H das unidades glicosidicas (Fig.1)
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Fig. 1: Espectro do Infravermelho Goma do Cajueiro.

4.2 Analise Elementar
A anélise elementar indicou a composicdo da GCP de acordo com a literatura, a
porcentagem de carbono foi de 39,19%, a de hidrogénio 6,55% e a auséncia de nitrogénio (N).

A proporcdo em mol de carbono e hidrogénio (C/H) foi de 0,497.

4.3 Efeito da GCP sobre as contrac@es ténicas induzidas por ocitocina.
A ocitocina foi capaz de promover a contracdo do musculo liso uterino em ratas pré
estrogenadas (Fig.2A). A GCP (102 — 10°ug/mL) relaxou o utero quando foi pré-contraido com

102 UI/mL de ocitocina de maneira significante e dependente de concentragdo (CEso= 2,53 +
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0,54 pg/mL) com eficdcia maxima de 97,8 + 0,8% (n=5). Apds a retirada da goma da cuba, por
lavagem com a solugdo nutritiva, a ocitocina produziu contracdo com amplitude semelhante a

contragdo inicial, demonstrando que o efeito tocolitico é reversivel (Fig.2B e C).

4.4 Efeito tocolitico da GCP sobre as contracdes ténicas induzidas por 60 mM de KCl em
Gtero isolado de rata

O KCI foi capaz de promover a contracdo do mdsculo liso uterino em ratas pré
estrogenadas (Fig.2D). A GCP adicionada de maneira cumulativa a cuba, teve um efeito
relaxante no Utero de rata quando pré-contraido com KCI (60 mM) bem inferior ao contraido
por ocitocina, com eficdcia maxima (Emax) de apenas 43,1 + 4,7%, o que impossibilitou o
calculo da CEso (Fig.2E e F). Isso significa que a poténcia relaxante da goma foi extremamente
reduzida quando comparada ao relaxamento induzido pela ocitocina, o que justifica a utilizagdo

apenas da ocitocina como agente contraturante nos protocolos subsequentes.
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Fig. 2. Registros originais e gréaficos dos efeitos do GCP nas contracdes induzidas em Utero isolado de rata.
A: contracdo induzida por ocitocina. B: registro original do efeito relaxante da GCP sobre as contracdes
ténicas induzidas por ocitocina em concentracdes cumulativas variando de log? a log® pg/mL (]). C:
Contracao induzida por KCI. D:registro original do efeito relaxante da GCP sobre as contrag¢des induzidas
por KCI em concentracgdes cumulativas variando de log? a log® ug/mL (}). E: comparacio do efeito tocolitico
da GCP sobre as contragdes induzidas por ocitocina (@) e por KCI (0), em utero isolado de rata, n=5. Cada

ponto representa a média = epm (n = 10) e os dados foram normalizados para cada contragdo individual
antes da adigdo de GCP.
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4.5 Comparacao do efeito da Goma do Cajueiro purificada (GCP) e Ibuprofeno, sobre as
contragdes tonicas induzidas por ocitocina

O farmaco comercial Ibuprofeno mostrou um perfil de efeito relaxante no Utero de rata
quando pré-contraido com ocitocina, bem diferente daquele realizado pela GCP. A curva de
relaxamento foi desviada para direita (Fig.3), 0 que representa uma poténcia relaxante menor,
necessitando de concentracbes bem maiores do que a goma para produzir acdo tocolitica
semelhante, com o valor da CEso significativamente maior (p<0,0001) (CEso= 85,82+2,87
ng/mL) em relacdo a CGP (CEsp= 2,53 + 0,54 pg/mL).

204
40+
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Fig. 3: Efeito tocolitico da GCP (e) e Ibuprofeno (¢) sobre as contracgdes tonicas induzidas por 102 Ul/mL
de ocitocina, em Utero isolado de rata. n=5. Os simbolos e as barras verticais representam a médiae o e.p.m.,
respectivamente.
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4.6 Efeito da GCP sob uma curva concentracdo-resposta a ocitocina [10° a 10t M].

Para confirmar ou descartar a hipotese que a GCP estaria agindo em nivel de receptor
de ocitocina, decidiu-se caracterizar o blogqueio exercido pelo polimero frente as curvas
concentragOes-resposta cumulativas induzidas por ocitocina. Observa-se na Fig.4 o
deslocamento da curva para a direita, de forma nédo paralela e com reducdo da Emax em relacdo
a concentracdo, 0 que caracteriza um antagonismo do tipo ndo competitivo e confirma que a

GCP ndo atua em nivel de receptores de ocitocina.

100+
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Fig. 4. Caracteristica do antagonismo da contracio induzida por ocitocina na auséncia () e na presenca de

GCP 3 (A); 9(V); 27 (O) ng/mL.
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4.7 Efeito da GCP sobre as contragfes tonicas induzidas por ocitocina, na auséncia e na
presenca de tetraetilaménio (TEA™) 5mM e 1mM

A GCP relaxou o Gtero isolado de rata pré-contraido com ocitocina na auséncia e na
presenca de TEA*, um bloqueador dos canais de potassio (K*), que na concentracdo de 5 mM
é ndo seletivo e na concentracdo de 1mM ¢é especifico para canais de potassio de grande
conduténcia ativados pelo Ca?* (BKca). Observou-se que a curva de relaxamento obtida para a
GCP foi deslocada para a direita na presenca do bloqueador (Fig.5), com reducéo significativa
da poténcia relaxante (p<0,01) quando comparada ao relaxamento produzido pela substéncia
na auséncia de TEA®. Além disso, na presenca do bloqueador o valor da Emax foi apenas de
49,05 + 4,33% para 5mM e 58,87%= 3% para 1mM, o que impossibilitou o calculo da CEsxq.

Sugerindo assim a participacdo dos canais de K* no potente efeito relaxante da GCP.
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Fig. 5: Efeito da GCP sobre as contrages tonicas induzidas por 10 Ul/mL M de ocitocina na
auséncia (o) e na presenca de TEA® 5mM (A) e ImM (m), em ftero isolado de rata. n=5. Os
simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente.
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4.8 Analise histolégica do Utero isolado de rata

A morfologia do Utero da rata de aspecto normal pode ser observada na Figura 6A,
observam-se bem definidas as trés camadas uterinas. Uma camada serosa mais externa o
perimétrio (P); uma camada muscular lisa, 0 miométrio (M) e uma mais interna, o endométrio
(E) com vérias glandulas endometriais.

Na Figura 6B, é possivel visualizar o0 comportamento das células do miométrio na
presenca de ocitocina. A Figura 6C demonstra o efeito tocolitico da GCP sob Utero pré contraido
por 10 UI/mL de ocitocina e a Figura 6D, a reducéo da poténcia relaxante da GCP na presenca
de um bloqueador inespecifico de canais de potassio TEA* 5mM.

Fig. 6: Aspecto de cortes histolégicos de Utero isolado rata (A) controle (B) utero pré-contraido
com ocitocina 102UI/mL (C) Gtero apés cumulativas de goma do cajueiro purificada (D) Gtero
com bloqueio de TEA* 5mM
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4.9 Efeito da GCP e NPsGCA sobre a contorgéo induzida por ocitocina como modelo de
dismenorreia primaria in vivo

Como é possivel visualizar na Figura 7, a ocitocina induziu contor¢fes em
camundongos previamente tratados com estrogeno. De acordo com Yang et al. (2015), essa
resposta é causada pela contracdo anormal do Gtero e, portanto, esse modelo simula a
fisiopatologia e as caracteristicas clinicas da dismenorreia primaria em humanos. A GCP por
via oral reduziu significativamente o namero de contor¢des induzidas por ocitocina comparado
com o grupo controle negativo (**p<0,001; *p<0,05). As porcentagens de inibicdo relativa as
doses de 0,03; 0,3; 3 e 30 mg/kg de GCP foram respectivamente 60,3%=8,2%; 78,8+8,9%;
43,4+10,8% e 42,2% +5,9%. O lbuprofeno como controle positivo inibiu 93, 8% na

concentracdo de 7,5mg/kg.

30 -
wn
5]
0
o 20 =
-
8 * *
c
= e T
o
g 10 - T * %
=

* *

CN 0,03 0,3 3 30 Ibu

GC/(mg.kg™)

Fig. 7: Efeito da GCP na contorg¢éo induzida por ocitocina em camundongos fémeas pré-tratadas
com estrogeno. O namero de contorgdes foi contado até 30 min depois da administragdo da
ocitocina. Os dados foram representados como média epm(n=8). **p<0,01
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4.10 Anélise histoldgica do modelo in vivo

Como mostrado na Fig. 8, o estudo histomorfoldgico do Utero mostrou alteracfes
patoldgicas discerniveis sob o microscopio de luz na objetiva de x 100. A administracdo de
ocitocina (Fig. 8A) causou edema e células inflamatorias foram observados no mesénquima da
lamina propria do endométrio, bem como a reducgdo na espessura do miométrio. As alteracdes
histopatoldgicas uterinas induzidas pela ocitocina foram menores nos animais que receberam
tratamento com Ibuprofeno 7,5mg / kg e GCP nas menores concentracdes (Fig. 8B, C, D). Nas
concentracdes maiores (Fig. 8E e F) observa-se que o efeito tende a diminuir, demonstrando
que a GCP n&o atua de forma dose dependente.

Fig. 9. Coloracdo por H & E de tecido uterino de camundongo (Ampliagdo: 100 x) do grupo controle
negativo (A), grupo ibuprofeno 7,5 mg / kg (B), grupo tratamento com GGP (C: 0,03 mg/ kg D: 0,3 mg/ kg;
E: 3mg/kge F: 30 mg /Kkg).
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5.Discussao

A Dismenorreia priméria, segundo estudos recentes, resulta de contra¢gdes anormais e
potencializadas do Utero (Cheng et al.2018). No presente estudo, foi comprovada a atividade
espasmolitica da Goma do Cajueiro Purificada (GCP) na contracdo do Utero isolado de rata
induzido pela ocitocina e esse efeito envolve a participacdo de canais de K.

Inicialmente, estudos de caracterizagcdo foram realizados no sentido de comprovar a
purificacdo do material coletado. A espectroscopia do infravermelho e estudos de analise
elementar ratificaram a purificagdo do material em estudo, com o mesmo delineamento
espectroscopico encontrado por Cunha et al (2007), Moura (2009); Pitombeira et al. (2015) e
Dias et al. (2016), bem como sua composi¢do comprovadamente organica ja determinada por
Rodrigues et al (1993).

Para inicio dos ensaios in vitro, as ratas foram pré-tratadas com estradiol 0,5mg/Kg por
via subcutanea. Segundo Sun et al (2017), o estradiol pode aumentar o nimero de receptores
OT no Utero e resultar em um aumento da resposta uterina a agentes contrateis. Como foi
possivel observar na Figura 2A, ao adicionar a cuba ocitocina houve uma resposta contrétil
bifasica, consistindo em um componente fasico, seguido por uma contracdo sustentada
(componente tdnico), que se manteve durante o periodo de exposicdo ao agente contratil (Monji
et al.,2018).

O aumento da [Ca?*]i é o principal promotor da contragdo do musculo liso. Agonistas
como a ocitocina ligam-se a receptores acoplados a proteina G (GPCRs) e ativam a uma cascata
de mecanismos usualmente através da producéo de IP3 estimulando assim, a liberagdo de Ca?*
do reticulo sarcoplasmatico (RS). Os agonistas contrateis podem também elevar o [Ca?*];
através de multiplos canais, atuando por acoplamento misto (Fukata; Amano; Kaibuchi, 2001).

Apos a adicdo cumulativa de GCP, observou-se o efeito tocolitico sob as contracdes
tonicas induzidas por ocitocina. Nao existe na literatura estudos sobre a acdo espasmolitica da
GCP ou de materiais de composicao quimica semelhante em Utero, sendo esse estudo inédito.

Araujo et al. (2015) comprovaram que a GCP tem atividade em modelos de diarreia
aguda e inflamatoria. Os autores justificaram que esse efeito pode ser explicado pela capacidade
de inibicdo da mobilidade gastrintestinal, o que aponta um importante efeito em mdsculo liso.
Os estudiosos sugeriram que 0s grupos carboidratos presentes na goma possivelmente
posicionam-se em locais especificos que modulam os receptores de opidides e que a GC foi
efetiva na reducgdo do liquido intestinal neste modelo por ligar-se a sitios de ligacdo da PGE2

e, assim, inibir seus efeitos fisiopatolégicos no intestino.
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Outros estudos realizados com plantas, extratos ou derivados confirmam o efeito desses
materiais na contratilidade uterina, inclusive sugerem essas substancias como possiveis
escolhas terapéuticas para a prevencao e tratamento da dismenorreia primaria (Thaina et al.,
2009; Sun et al. 2016; Wu et al., 2015; Yang et al., 2016; Sun et al., 2017; Monji et al. 2018;
Morais et al., 2019). Entretanto, nenhum desses estudos apresentou valores proximos a poténcia
maxima de relaxamento ou CEso da GCP.

Assim, na tentativa de identificar esse mecanismo de acdo varios testes foram
realizados. Primeiramente, para investigar a atuacdo do polissacarideo a nivel de receptor,
decidiu-se caracterizar o bloqueio exercido pela GCP frente as curvas concentragdes-resposta
cumulativas induzidas por ocitocina. Foi observado um desvio das curvas para a direita com
reducdo significativa do Emax, sugerindo um antagonismo do tipo ndo competitivo e
confirmando que a GCP ndo atua em receptores OT para promover seu efeito tocolitico.

Carreiro et al. (2017) comprovaram efeito semelhante de um flavondide isolado da
Piptadenia stipulacea, onde o extrato inibiu as curvas cumulativas de ocitocina deslocando as
mesmas para a direita, de forma ndo paralela, com reducéo e aboli¢cdo do Emax. Com esse perfil
gréfico, os autores excluiram o antagonismo competitivo por receptor como mecanismo de acao
tocolitico.

Portanto, descartada a possibilidade do efeito relaxante da GCP ocorrer a nivel de
receptor OT, e associado ao fato que os mecanismos envolvidos na manutencdo da fase tonica
da contracdo sao diferentes da fase fasica foi realizado o método experimental que se baseia nas
propriedades eletroquimicas da membrana celular através de contra¢@es induzidas por KCI
60mM (contracdo por mecanismo eletromecanico). Segundo Wu et al. (2015), o aumento do
K* (> 30 mM) extracelular é conhecido por provocar a contracdo do musculo liso através da
abertura de canais de Ca?*dependente da voltagem tipo-L, permitindo, assim, o influxo de Ca?*
através da membrana e causando um efeito contréatil. No presente estudo, a GCP ndo promoveu
um relaxamento significativo do utero pré-contraido por KCI, isso demonstra uma dificuldade
em bloquear o influxo de Ca?*, e, portanto, pode sugerir que o efeito tocolitico da GCP atua
sobre outro mecanismo relaxante principal.

Os canais de potassio desempenham um papel muito importante na regulacdo do
potencial de membrana e na excitabilidade celular, sendo a contracdo do musculo liso
dependente do balango entre o aumento e reducdo da condutancia ao ion K*, logo substancias
que ativem o0s canais de K* podem ser uma alternativa farmacolégica em potencial para
disturbios relacionados a contracdo anormal dos musculos lisos, como parto pré-maturo e

dismenorreia priméria (Khan et al., 2001).
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Segundo Brainard, Korovkina e England (2007), em midcitos uterinos ndo gravidicos,
os canais de K contribuem fortemente com a corrente repolarizante que gera o relaxamento
muscular. Dessa forma, foi utilizado nesse estudo um bloqueador de canais de K*, 0 TEA" nas
concentracdes de 5mM e 1mM. De acordo com Moynihan (2008), a adicdo de o TEA*5mM
bloqueia todos os canais de K *, e, portanto, se a substancia a ser testada reduz
significativamente a poténcia relaxante miometrial na presenga desse bloqueador é porque a
inibicdo do masculo liso uterino deve ser mediada pela ativacdo dos canais de potassio.

Nesse estudo, a concentracdo de TEA® 5mM blogueou todos os canais de potassio, e
por sua vez reduziu significativamente os efeitos do relaxamento miometrial induzido pela
GCP. Isso sugere que a inibicdo do musculo liso miometrial induzida pela GCP deve estar
associada a modulacéo positiva dos canais de K*, o que levaria a um bloqueio indireto dos Cay,
reducéo da [Ca®*]i e como consequéncia o relaxamento do miométrio.

Considerando esses resultados, a concentracdo de TEA* 1mM também foi investigada,
porque é especifica para bloquear os canais de grande condutincia ao Ca?* ativados
por K * (BKca). Esses canais sao abundantes no Utero e promovem significativa repolarizacao
(Brainard; Korovkina; England, 2007).

Observa-se na Figura 5 que na presenca de TEA* 1mM, a curva de relaxamento foi
desviada para a direita e a poténcia relaxante diminuida em torno de 2 vezes quando comparada
com a curva na auséncia do bloqueador. Dessa forma, esses dados sugerem que o efeito
tocolitico produzido pela GCP pode estar associado a abertura dos BKca,

A poténcia relaxante da GCP também foi comparada ao farmaco comercial mais
utilizado no alivio dos sintomas da DP, um anti-inflamatorio ndo esteroide (AINES), o
Ibuprofeno. Foi comprovada a superior poténcia terapéutica da GCP em relacdo ao
medicamento no relaxamento do Gtero isolado contraido por ocitocina. Um estudo com testes
de contor¢do abdominal induzida por ocitocina como modelo para dismenorreia in vivo,
COmprovou que a ocitocina ao induzir a contor¢dao, promove um aumento no nivel de PGF2a,
o0 que foi consistente com a demonstracdo prévia de uma relacéo causal entre a contracdo uterina
e a producdo de PGF2a (Yang et al., 2016).

De acordo com Arrowsmith e Wray (2014), o mecanismo para isso pode envolver o
sistema de proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), possivelmente atribuido as
atividades da PKC. As proprias prostaglandinas sdo moduladores-chave da contragédo
miometrial; portanto, isso sugere que existe um papel complementar para a sinalizagdo da

ocitocina / OTR nos tecidos uterinos, pelo qual a ocitocina pode interagir ndo apenas
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diretamente com o miométrio na estimulagdo de contragBes uterinas, mas também
indiretamente através da formacao de prostaglandinas em outros tecidos.

Segundo Dawood (2006), a etiologia do inicio e progressdo da DP tem sido associada
aos niveis de prostaglandinas (PGs) e outros mediadores inflamatérios que causam a contracéo
frequente e disritmica do Utero. Essas contragdes uterinas diminuem o suprimento de sangue
para o tecido do endométrio, resultando em privacdo temporaria de oxigénio e produzem muita
dor durante a menstruacdo. Infere-se que a causa principal da DP seja 0 aumento da producgéo
endometrial de PGs que resulta a partir da diminuicdo dos niveis de progesterona no final da
fase lutea promovendo acdo enzimatica com liberacdo de fosfolipidios, producdo do écido
araquidoénico e ativacdo da via da ciclooxigenase (COX) (Novak; Berek, 2005).

O efeito contratil das PGs ¢é baseado na mobilizacio do Ca®* e na inibigdo da atividade
da AMPc. Isso acontece pela liberagdo de Ca?* do RS por meio da ativagdo do receptor acoplado
a proteina G (GPCR) ativando a PLC, estimulando a producdo de IP3 e assim acionando a
maquinaria contratil uterina, como descrito anteriormente (Gruber; O’brien, 2011).

O mecanismo de acdo mais estudado sobre o efeito espasmolitico dos AINES inclui a
inibicdo da enzima COX e consequentemente o bloqueio da contragdo uterina por meio da
participacdo das PGs. Outros mecanismos envolvem a capacidade de inibir diretamente o
influxo de célcio e/ou promover ac¢des inibitdrias que ocorrem na calmodulina. Esses efeitos
podem estar relacionados com a sua estrutura ndo esteroidal e atividade anti-inflamatoria
(Catabrana et al.,1995).

Por esse motivo 0os AINEs continuam sendo a principal escolha para o tratamento da
DP, entretanto ainda assim sao ineficazes em cerca de 20% a 25% das pacientes com essa
condicdo (Harel, 2008). Aguilar; Mitchell (2010) inferem que isso acontece porque 0S
mecanismos dessa terapia parecem estar direcionados a limitar os estimulos contrateis ao Utero
em vez de interferir diretamente nas proprias contracdes, os autores defendem que a atividade
contratil no Gtero resulta de uma zona especifica do miométrio interno. Isso explica o perfil
grafico ao comparar a GCP com o Ibuprofeno. Provavelmente possuem mecanismos de acao
tocoliticos diferentes, no qual a atuacdo da GCP se demonstra com uma poténcia terapéutica
relaxante maior.

Para confirmar a acdo da GCP em utero foi realizado o exame histopatoldgico (Fig.6),
que comprovou a reducgédo da espessura da camada muscular provocada pela ocitocina, com
destaque para o aumento da espessura miometral quando tratado com GCP, ilustrando

claramente o efeito relaxante da GCP sobre Utero de rata. Na presenca de TEA", ndo houve
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mudanca no aspecto das ldminas comparadas a ocitocina, o que reforca a participacdo dos
canais de K* na atividade tocolitica.

O presente estudo avaliou também o efeito da GCP em modelo in vivo para
dismenorreia, por meio da indugéo de contorg¢des abdominais com ocitocina. Yang et al. (2015)
comprovaram que as contor¢des induzidas pela ocitocina em camundongos fémeas com
estrogenizacdo prévia promove contragdo anormal do Utero, espasmo uterino e isquemia
semelhantes a patologia da DP humana e que, portanto, esse modelo pode ser utilizado para
estudar DP e para avaliacOes terapéuticas clinicas.

O estudo in vivo demonstrou que o GCP reduziu significativamente as respostas de
contorcao induzidas pela ocitocina com uma inibi¢do méaxima de 78,86% na dose de 0,3mg /
kg. Sun et al (2017) demonstraram que o 0leo essencial dos galhos de Cinnamomum cassia
Presl em mesma metodologia promoveu inibicdo méaxima de 66,5% das contorcdes; Yang et
(2016) comprovaram que uma conhecida formula de ervas chinesas, reduziu as respostas
contorcidas com inibicdo maxima de 87%; e Sun et al (2016) também comprovaram o efeito de
uma outra formulacdo chinesa com inibicdo maxima de 55%, entretanto todos esses estudos
utilizaram doses cerca de 100 vezes maiores que as utilizadas para a GCP. A analise histologica

confirmou o efeito tocolitico da GCP.

6. Conclusao

O presente estudo demonstrou a existéncia de um efeito inovador da Goma do Cajueiro
purificada, ao comprovar sua capacidade de diminuir a contracdo do musculo liso uterino
induzida por ocitocina in vitro e in vivo. O mecanismo tocolitico foi estudado e parece estar
associado a ativacdo de canais de K*. Isso amplia as possibilidades da GCP ser mais investigada
para o tratamento da dismenorreia primaria e incentiva o delineamento de experimentos clinicos

adicionais para confirmar este achado.
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Resumo

O termo “dismenorreia” ¢ usado para denominar as colicas menstruais dolorosas. A goma do cajueiro
(GC) é um polissacarideo extraido da espécie Anacardium occidentale L., com algumas atividades
bioldgicas ja relatadas. A modificagdo quimica para sintese de nanoparticulas poliméricas pode
promover e otimizar interagdes especificas entre o polimero e o0 meio bioldgico. O objetivo deste estudo
foi verificar o efeito das Nanoparticulas de Goma do Cajueiro acetilada (NPsGCA) sobre as contracdes
uterinas induzidas por ocitocina como modelo de dismenorreia in vivo. O exsudato do cajueiro foi
extraido por incisdes no tronco da arvore, a goma do cajueiro acetilada (GCA) foi sintetizada e
caracterizada por espectroscopia na regido do infravermelho e analise elementar. A sintese de
nanoparticulas foi realizada utilizando o método de dialise ou deslocamento do solvente e analisadas em
DLS, Potencial Zeta e indice de polidispersao (IPD). A estabilidade coloidal das nanoparticulas foram
monitoradas por 12 meses. A contracdo uterina em camundongos fémeas foi induzida por ocitocina (OT)
a seguir ao pré-tratamento com estradiol. Os ratos receberam as NPsGCA (0,03; 0,3 e 3 mg/kg) por
gavagem. O tecido uterino foi coletado para exame histopatolégico (H & E). A espectro do infra
vermelho e analise elementar atestam a originalidade da GC e comprovam a hidrofobizagdo por
acetilagdo. As NPsSGCA foram sintetizas com particulas de distribuicdo unimodal (tamanho:
257,63+£1,60 nm; potencial zeta: -32,18+0,70 mV; IPD: 0,140+0,012). A estabilidade coloidal das
nanoparticulas foi monitorada por 12 meses e confirmada, o que determina um parametro importante
para interagdo e penetracdo de barreiras bioldgicas. A GC por via oral inibiu significativamente as
contorgdes induzidas por ocitocina com uma inibigdo maxima de 78,86% na concentracdo de 0,3 mg/kg
e as NPsGCA inibiu de 88,66% na concentracdo de 0,03 mg/kg). Os resultados do exame histopatolégico
mostraram que as NPsGCA poderiam diminuir a inflamagéo e edema relacionados a DP.

Palavras-chave: Nanoparticulas; Goma do Cajueiro; Dismenorreia primaria
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1. Introducéo

O termo “dismenorreia” ¢ usado para denominar as coélicas menstruais dolorosas que
ocorrem durante a menstruacao ou algumas horas antes, podendo vir acompanhadas de nauseas,
vomitos, diarreia, fadiga, nervosismo, tonturas e cefaleia (Acqua e Bendlin, 2015). Kaur (2018)
destaca que a dismenorreia primaria (DP) caracteriza-se por dor abdominal baixa recorrente e
espasmos que ocorrem na auséncia de patologia pélvica, caracterizando-se como um dos
problemas ginecoldgicos mais comuns que afeta a qualidade de vida e as atividades diarias das
mulheres.

Estes sintomas podem estar relacionados com a agdo de prostaglandinas (PGs), onde a
PGF2 alfa que € liberada durante a menstruacdo pode estimular as contracdes do miométrio,
sensibilizando as terminacdes nervosas e provocando a isquemia e dor (Chauhan, 2012). Desta
maneira, a inibicdo na producdo das prostaglandinas no endométrio, com a utilizacéo de anti-
inflamatdrios ndo esteroidais (AINES), apresenta-se como tratamento mais utilizado para DP
(Mieli et al, 2013).

Entretanto, ainda assim, os AINESs sao ineficazes em cerca de 20% a 25% das pacientes,
e podem causar efeitos colaterais como indigestéo, dor de cabeca e sonoléncia (Marjoribanks
et al., 2015). Novas terapias alternativas utilizando plantas medicinais tém sito estudadas para
o tratamento da DP utilizando modelos animais in vitro e in vivo (Thaina et al., 2009; Sun et al.
2016; Wu et al., 2015; Yang et al., 2016; Sun et al., 2017; Monji et al. 2018; Morais et al.,
2019).

A goma do cajueiro (GC) é um polissacarideo extraido da espécie Anacardium
occidentale L., com consideravel valor econdmico e medicinal, nativo da Africa, India e
nordeste do Brasil. Algumas atividades biologicas ja foram relatadas, incluindo efeitos
antimicrobianos (Torquato et al. 2004), antidiarreico (Aradjo et al., 2015), anti-inflamatério
(Silva et al., 2018) e gastroprotetores (Carvalho et al., 2015). Mais recentemente, a sua
modificacdo por acetilacdo foi utilizada para a preparacdo de nanoparticulas poliméricas para
incorporar substancias bioativas (Pitombeira et al., 2015; Dias et al., 2016; De Lemos et al.,
2018; Do Amaral Rodrigues et al.,2019).

A nanotecnologia constitui uma das bases para o surgimento e aperfeicoamento de
produtos e processos. Dispositivos biomédicos vém sendo aprimorados a cada dia, tornando
possivel alguns tratamentos e melhorando métodos existentes. Neste campo, 0s materiais
poliméricos ocupam posicdo de destaque, dada a sua versatilidade estrutural, que permite

adequacdo de propriedades para cada aplicacdo. A possibilidade de alterar os grupamentos
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quimicos presentes na arquitetura macromolecular das cadeias e modificar a superficie das
particulas pode viabilizar, por exemplo, o estabelecimento de interacfes especificas entre o
polimero e o meio bioldgico (Pichot, 2004).

Assim, o objetivo deste estudo foi verificar o efeito das Nanoparticulas de Goma do
Cajueiro acetilada sobre as contragdes uterinas induzidas por ocitocina como modelo de

dismenorreia in vivo.

2. Materias e Métodos
2.1 Materiais

2.1.1 Boténico
A goma do cajueiro foi extraida do tronco da arvore Anacardium occidentale L., na

cidade de Parnaiba, litoral do Estado do Piaui e purificada no laboratorio de biotecnologia
(BIOTEC) da Universidade Federal do Piaui (UFPI).

2.1.2 Animais
Para os protocolos in vivo foram utilizados camundongos Swiss fémeos virgens pesando

entre 20 e 30g e com 6 a 8 semanas de vida procedentes do Biotério Setorial da UFPI, localizado
no Departamento do Nucleo de Pesquisa em Plantas Medicinais - NPPM/UFPI. Antes dos
experimentos todos os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno com ventilacao e
temperatura (22 = 2°C) controladas e constantes, submetidos diariamente a um ciclo claro-
escuro de 12 horas, com a fase de luz iniciando as 6:00 horas e terminando as 18:00 horas, sob
rigoroso controle alimentar com uma dieta balanceada a base de racéo tipo “pellets” com livre
acesso a agua (disponivel em frascos com bicos apropriados) até 60 minutos antes dos
experimentos. Apds 0s procedimentos experimentais os animais foram eutanasiados e
acondicionados em freezer (-20°C) para congelamento no Biotério Setorial da UFPI. O presente
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade

Federal do Piaui, de acordo com o Protocolo n® 410/2017.

2.2 Métodos
2.2.1 Extracao e purificacdo da Goma do Cajueiro

O exsudato do cajueiro foi extraido por incisbes no tronco da arvore e apresentou-se
como goma de coloracdo amarelada e soliivel em agua segundo método ja descrito (De Paula;
Rodrigues, 1995). O sistema foi submetido as seguintes etapas: filtracdo, precipitacdo, nova

filtracdo e lavagem do precipitado seguindo método de Costa, Rodrigues & de Paula (1996).
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2.2.2 Acetilacdo da Goma do cajueiro

A goma do cajueiro acetilada (GCA) foi sintetizada pelo método de Motozato (1986),
conforme relatado em Pitombeira et al. (2015) e Dias et al. (2016). A goma do cajueiro (1 g)
foi suspensa em 20 ml de formamida sob agitagdo vigorosa. Adicionou-se piridina (3 g) e
anidrido acético (7 g) e a mistura foi agitada durante 24 horas a 50 ° C. A GCA foi obtida por

precipitacdo com 400 mL de agua. O solido foi filtrado, lavado com agua e seco em ar quente.

2.2.3 Caracterizagdo da Goma do Cajueiro Acetilada
2.2.3.1 Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros de FT - IR foram registados em pastilhas de KBr num espectrofotometro
Shimadzu FT - IR 8300 no intervalo de nimeros de onda de 4000-500 cm'™,
2.2.3.2 Anélise Elementar

A analise elementar foi obtida no equipamento analisador elementar - Perkin Elmer
2400 com o método Pregl-Dumas em atmosfera de oxigénio puro e detector TCD (detector de
condutividade térmica).
2.2.4 Sintese de Nanoparticulas de Goma do Cajueiro Acetilada (NPsGCA)

A sintese de nanoparticulas foi realizada utilizando o método de dialise ou
deslocamento do solvente. De acordo com Dias et al. (2016), a GC foi dispersa em 20 ml de
acetona durante 20 minutos, sob agitacdo magnética de 400rpm. A solucéo foi dialisada contra
agua deionizada, utilizando uma membrana de acetato de celulose (peso molecular 12000 Da),
durante 24 horas e retirada apos 48h. A condutividade foi utilizada para monitorizar as trocas
de agua. Em seguida, uma aliquota foi retirada para analise em DLS e Potencial Zeta, e a
solucdo resultante foi liofilizada para estudos com 6rgéo isolado.

2.2.4.1 Espalhamento Dinamico de Luz e Potencial Zeta

O tamanho das particulas e as medi¢cdes de potencial zeta foram realizados em um
Zetasizer Nano ZS Modelo Malvern 3600. O diametro hidrodinamico foi medido por disperséo
de luz dindmica, comprimento de onda do laser de 633 nm e um angulo de disperséo fixo de 90
°. Cada amostra foi medida em triplicata e descrita como média + DP (n = 3). A estabilidade

coloidal das nanoparticulas foi monitorada por 12 meses.

2.2.5 Teste de contorgao induzida por ocitocina como modelo de dismenorreia in vivo
O teste de contorgdo foi realizado de acordo com o método relatado por Yang et al.

(2015). Camundongos fémeas foram divididas aleatoriamente em seis grupos (n = 10 / grupo)
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da seguinte forma: grupo normal (sem tratamento com estradiol), grupo modelo (salina), grupos
NPsGCA de diferentes doses (0,03; 0,3 e 3 mg/Kg) e grupo controle positivo (Ibuprofeno
7,5mg/Kg. Cada camundongo do grupo modelo, grupo NPSGCA e grupo de controle positivo
foi pré-tratado com estradiol (i.p.) durante 3 dias consecutivos numa dose de 1 mg.kg™.d*. As
diferentes doses de NPsGCA e Ibuprofeno foram administradas por via oral 0,5 h antes da
injecdo intraperitoneal de ocitocina (0,4 Ul por animal). O numero de alongamentos ou
contorc¢des foi registrado em 30 minutos ap0s a injecao de ocitocina.

2.3 Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada usando o GraphPad Prism 6.0®. As diferencas entre
os grupos foram determinadas pela analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida do
teste de comparagdes multiplas de Tukey, (p <0,05). Todos os resultados foram expressos como
média + EPM.

3. Resultados e Discusséo
3.1 Caracterizacdo da goma do cajueiro acetilada

O espectro de FT-IR de CG (Fig.1) mostra bandas em 3379 e 2933 cm™ atribuidas as
vibracOes de estiramento O-H e C-H, respectivamente. Além disso observa-se que a intensidade
de vibracdes a 3400 cm™ presentes na GC diminui & medida que os grupos acetil séo inseridos
(Dias et al., 2016). O espectro da GCA mostra bandas de vibragao nas regides de 1729 cm™ em
relagdo a C = O e em 1239 cm* caracteristica de C-O. Essas bandas so atribuidas ao grupo
acetil (Ribeiro et al., 2017).

GCA

% (T)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
cm”

Figl. Espectro do Infra-Vermelho. GC: goma do cajueiro. GCA: goma do cajueiro acetilada
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Na anédlise elementar foi possivel observar o mesmo resultado que De Lemos et al.
(2018) encontraram ao promover a acetilacdo da goma do cajueiro, nota-se um aumento na

relacdo C / H devido ao grupo acetil, como pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1. Analise Elementar da GC e GCA

Carbono %  Hidrogénio mmol(C) mmol(H) C/H

%
GC 39,10 6,65 32.56 65.47 0,497
GCA 48,07 591 40.00 58.86 0,682

3.2 Caracterizagdo das nanoparticulas

Atestada a originalidade da GC e comprovada a hidrofobizacdo por acetilacdo da goma,
foram sintetizadas nanoparticulas da Goma do cajueiro acetilada (NpGCA) atraves do metodo
de diélise ou deslocamento do solvente. A confirmacao da formacéo de nanoparticulas foi dada
pela presenca do efeito de Tyndall, caracterizado pela visualizacdo da suspensao opalescente
(De Lemos et al., 2018). A representacdo grafica da distribuicdo de tamanho por DLS encontra-
se na Fig.2.

Os resultados apontam para o sucesso da sintese, com particulas de distribuicéo
unimodal compativeis ao demonstrado na literatura (tamanho: 257,63+1,60 nm; potencial zeta:
-32,18+0,70 mV; IPD: 0,140£0,012). Segundo Mohanraj & Chen, valores até 0,2 para
polidispersdo e acima de 30 mV em modulo para potencial zeta indicam boa estabilidade

coloidal em solucao.

1A 1 Lt 1 A0

Tamanhao {tun}

Fig.2 Distribuigdo de tamanho das NPsGCA
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De acordo com Jeon et al. (2000), as NPs poliméricas tendem a ultrapassar 100nm de
tamanho, diferente de NPs metdlicas. Esses autores em sintese de NPs de PLGA (poli(acido
latico-co-acido glicdlico) encontraram um tamanho medio até duas vezes maior que o
encontrado nesse estudo.

Dias et al. (2016) na sintese de NPsGCA encontram tamanho acima de 300nm com
distribuicdo unimodal e comprovaram que as nanoestruturas possuem um grande potencial
como carreador de farmacos em sistemas de liberacdo controlada bem como sdo promotores da
permeacao transdérmica in vitro.

Lima et al (2018) avaliaram a influéncia dos parametros reacionais da acetilagdo sobre
as propriedades finais da goma do cajueiro e os dados obtidos sobre a formacao de sistemas
auto-organizados revelaram tamanhos de particula na faixa de 190 a 300 nm. De Lemos et al
(2018) encontraram tamanho médio de particula de 460 nm para NPSGCA e comprovaram 0
efeito das mesmas na liberagé@o controlada de insulina.

A estabilidade coloidal das nanoparticulas foi monitorada por 12 meses apos a sintese.
Pode-se observar na Tabela 2 que ndo existe diferenca significativa entre 0s meses que
sucederam a sintese quanto ao tamanho de particula, potencial zeta e IPD, o que confirma a
estabilidade do material em solucéo.

Esses resultados indicam estabilidade eletrostatica das NPs, o que significa a presenca
de particulas com uma menor tendéncia para formacdo de agregados, o que determina um
parametro importante para interacdo e penetracdo de barreiras biologicas (Kumari, Yadav &
Yadav, 2010).

Tabela 2. Estabilidade coloidal das NpGCA

Tempo Tamanho indice de Potencial Zeta
polidispersao

(meses) (nm) (IPD) (mV)
0 257,63+1,60 0,140+0,012 -32,1840,70
1 260,33+2,75 0,155+0,018 -30,46+0,77
3 256,46+4,21 0,165+0,02 -29,5+2,04
6 263,71+9,71 0,157+0,023 -29.66+0,40
12 263,83+10,56 0,163+0,019 -30+0,96
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3.3 Efeito das NPsGCA no teste de contorc¢éo induzida por ocitocina como modelo de

dismenorreia

Como demonstrado na Fig.3, a ocitocina induziu a contor¢do em camundongos fémeas
pré-tratadas com estrogeno. De acordo com Yang et al. (2015), essa resposta é causada pela
contracao anormal do Utero e, portanto, esse modelo simula a fisiopatologia e as caracteristicas
clinicas da dismenorreia primaria em humanos.

A goma do cajueiro por via oral inibiu significativamente as contorgdes induzidas por
ocitocina com uma inibicdo maxima de 78,86% na concentragdo de 0,3 mg/kg. O Ibuprofeno
como controle positivo inibiu 93, 81% na concentragdo de 7,5mg/kg. Observa-se uma
otimizacdo do efeito com as nanoparticulas de GCA, pois obteve-se uma inibicdo maxima de
88,66% em uma concentracdo dez vezes menor que da GC. Portanto as NPSGCA atuaram como
agentes tocoliticos, pois foram capazes de bloguear algum componente das vias que conduzem

as contragdes nos miodcitos uterinos.
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Fig. 3 Efeito da GC e das NPSGCA na contorcdo induzida por ocitocina em camundongos fémeas pré-
tratadas com estrogeno. O numero de contorgdes foi contado até 30 min depois da administracdo da
ocitocina. Os dados foram representados como média EPM(n=8). **p<0,01
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De acordo com Pichot (2004), a possibilidade de modificar quimicamente a superficie
das particulas pode viabilizar o estabelecimento de interac6es especificas entre o polimero e o
meio bioldgico. Segund Gher (2018), as nanoparticulas podem penetrar nas células muito mais
facilmente do que as particulas do tamanho de micron e uma vez dentro das células podem ficar
ligadas a membrana ou livres no citoplasma. Elas também podem translocar através das células,
penetrando em outros compartimentos do microambiente, como por exemplo, sangue ou tecido
conjuntivo.

Dessa forma, as nanoparticulas poliméricas, tém sido estudadas como sistemas
promissores de nanoparticulas organicas para o tratamento da dor (Andreu & Arruebo, 2018) e
tocolise (Paul & Smith, 2018).

3.4 Analise Histologica

Observacdo das seccdes de Utero coradas com H & E sob um microscopio de luz mostrou
que a administracdo de ocitocina causou edema, e um grande niumero de infiltrac6es de celulas
inflamatdrias foi observado na lamina do endométrio (Fig. 4A). O dano uterino histopatolégico
induzida por ocitocina foi reduzido em animais que receberam o tratamento com Ibuprofeno
7,5mg/kg e NPsGCA (0,03; 0,3 e 3 mg/kg) (Fig. 4B, C, D e E). Observa-se claramente também
0 aumento da espessura do miométrio na presenca do farmaco comercial e das nanoparticulas,

0 que confirma o relaxamento do Utero.


https://www.sciencedirect.com/topics/physics-and-astronomy/compartments
https://www.sciencedirect.com/topics/physics-and-astronomy/blood-tissue
https://www.sciencedirect.com/topics/physics-and-astronomy/blood-tissue
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Fig. 4. Coloracéo por H & E de tecido uterino de camundongo (Ampliagéo: 100 x) do grupo controle
negativo (A), grupo ibuprofeno 7,5 mg / kg (B), grupo tratamento com NPSGGA (C: 0,03 mg / kg D: 0,3 mg
/kg e E: 3mg/Kkg)
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4. Conclusdo

O presente estudo realizou a sintese de nanoparticulas de goma do cajueiro acetilada,
bem como atestou a estabilidade coloidal das mesmas por 12 meses; e demonstrou um resultado
inovador ao aprimorar o efeito da goma na reducdo da contracdo uterina induzida por ocitocina
in vivo. A anélise histoldgica afirmou que as nanoparticulas reduzem a inflamacéo e edema
provocados pela indugéo por ocitocina. Assim, as NPSGCA podem potencialmente ser usadas
no tratamento da dismenorreia primaria. Contudo, experimentos sdo necessarios para confirmar

0S mecanismos envolvidos nestes achados.
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PERSPECTIVAS

e Propor uma formulagéo para o material, redigir e depositar a patente do produto obtido

e Realizar os estudos in silico, correlacionando a estrutura da Goma do Cajueiro com o
Bk (canais para K* de grande condutancia ativados por Ca®").

e Incorporar o Ibuprofeno nas Nanoparticulas de Goma do Cajueiro acetilada para avaliar
o perfil de liberacdo do farmaco e o possivel aprimoramento do efeito tocolitico

e Avaliar a capacidade de permeacdo (cutanea e mucosa) das nanoparticulas por meio de

métodos alternativos ao uso de animais.
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Introduction: Primary dysmenarrhea (PD) is another term for idiopathic menstrual cramps. Treatments  Received 22 July 2018
include the use of oral non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), These drugs have several side  Accepted 19 December 2018
effects. The objective of this study was to perform a systematic review on the transdermal administra- | viworps

tion of drugs and the use of alternative therapies for the treatment of PD. Transdermal administration:
Areas covered: The article bases were Web of Science, PubMed and Sciencedirect and the patentbases  primary dysmenorthes;
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were analyzed. The results demonstrate the need for alternative therapies for the treatment of PD, with

greater effectiveness and lower side effects, mainly in an attempt to reduce the intensity and duration

of pain as well as reducing the continuous use of medications.

Expert opinion: The study of technological prospection highlighted the relevant importance in seeking

new methods for the relief of the symptoms provoked by this condition. The perspectives coexist in the

discovery of new natural and biotechnological pharmacological applications, mainly in the develop-

ment of new devices capable of facilitating and optimizing this form of administration in an attempt to

reduce side effects.
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- Usiversidade Federal do Piaui, Examinadors; Andersoe Nogueira Mendes - Universidade Federal
&0 Pimui, Examinador, Quilkerme Barroso Langoni de Freitss « Universidade Federal do Pimad,
Examinador e Ménica Fells de La Roca Soares — Umiversidode Federal Je Pemambuco,
Examinadoea; perante a qual SAVIA FRANCISCA LOPES DIAS, aluna regularmente msatriculads
o Curso de Dowsomdo em Bictecnologia da Rede Noedeste de Biotecnologia — RENOREIO, Peato
Focal Piaui, defendew, para preenchimento do requisito d¢ doutora, sua Tese intitlada “EFETIO
RELANANTE DA GOMA DO CAJUEIRO {Anacandivm Occcldermale L) PURIFICADA E EM
SISTEMA DE NANOPARTICULAS SOBRE UTERO DE RATA." A defizsa da referida tese ocomeu das
14:00 3s 15" €0, vendo 2 dovtoennda sido submetida & satating, dispando cada memten da banca
do tempo determinado para tal. Finalmene, a Banca reunin-s¢ em separado ¢ concluiu por coasiderar
a domoranda b [t LGl (Aprovady ! Regeovadz), por sua lese ¢ sus defesa terem,
por unanimidade, fecebido o conesio \ Ol (Satisfasdrio § Brsatisfadeio)

Eu, Rosimelre Ferreira dos Samas, que presidi a Banea de Defesa da Tese, wssino a peesente Ala,
juntamens cam as demai bros ¢ . Em Teresina-PL, 03 de maio de 2019,
Sonnaint A { L
Profa. Dra. Rosimelre Ferream dos Samas — UEPL
{Presidente)

" e )
Profa Dra. Durcilens Alves da Silva - UFPL /Ptot. Dr. Anderson Negucina Mendes - UFP]

xami ) (Examinadoc)
Prof. Dr. Gullhenze Barroso Langoei de Freitas — Profa. Dra. Mioics Felts de La Roca Scares « UFPE
UFPI (Exarimadora)
(Examinador)
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