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EFEITO DUAL DO RESVERATROL EM ÚTERO ISOLADO DE 

CAMUNDONGOS SOB NORMÓXIA E HIPÓXIA. CARREIRO, J. N. Tese 

apresentada ao Programa De Pós-Graduação em Produtos Naturais e 

Sintéticos Bioativos. CCS/UFPB. 2016.  

 

RESUMO 

 
 O efeito de resveratrol em útero isolado de camundongo sob normóxia e hipóxia foi 

avaliado neste estudo. O resveratrol (1, 3, 10, 30, 100 uM) relaxou o útero de 

camundongos e diminuiu a amplitude e frequência das contracções uterinas. O 

polifenol (3, 10, 30 uM) inibiu as contrações induzidas pela ocitocina em 

concentrações cumulativas no útero isolado. As curvas cumulativas foram deslocadas 

para a direita de uma forma não-paralela e com efeito máximo (Emax) reduzido. Os 

valores de CE50 aumentaram de 9,2 ± 0,1 (controle) para 3,1 ± 0,02, 2,9 ± 0,01 e 0,03 

± 1,5 na presença de resveratrol, caracterizando antagonismo não competitivo. 

Resveratrol exibiu um efeito regenerativo após hipóxia. Com resveratrol (% contração 

= 51,18 ± 4,5), o útero foi cinco vezes mais funcional do que sem (contração% = 10,67 

± 1,6). Observou-se que na presença de resveratrol, após 10 minutos de hipóxia, o 

útero foi apresentou tônus contrátil de aproximadamente 75%. Comparou-se o efeito 

do resveratrol com tempol e observou-se que o resveratrol (% contração = 51,18 ± 4,5) 

foi três vezes melhor (% contração = 19,73 ± 0,8). O efeito do resveratrol (% contração 

= 51,18 ± 4,5) foi atenuado após incubação com o tetraetilamônio (% contração = 

21,25 ± 1,9), indicando que os canais de potássio estão envolvidos no efeito de 

resveratrol na útero hipóxico. O efeito de resveratrol (% contração = 51,18 ± 4,5) foi 

praticamente abolid após incubação com nifedipino (% contração = 4,46 ± 1,4). 

Observou-se a participação do KATPs no efeito de resveratrol. 

 

Palavras-chave: útero; Resveratrol; hipóxia; antioxidante; tocolítico; canais de 

potássio 
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ABSTRACT 

 

The effect of resveratrol in normoxic and hypoxic uterine was evaluated in this study. 

Resveratrol (1, 3, 10, 30, 100 μM) relaxed the uterus of mice and decreased the 

amplitude and frequency of uterine contractions. The polyphenol (3, 10, 30 uM) 

inhibited the oxytocin-induced cumulative contractions in the isolated uterus. The 

cumulative curves were shifted to the right in a non-parallel manner and with reduced 

Emax. The EC50 values  increased from 9.2 ± 0.1 (control) to 3.1 ± 0.02, 2.9 ± 0.01 

and 1.5 ± 0.03 in the presence of resveratrol. Noncompetitive antagonism was the 

confirmed effect. Resveratrol exhibited a regenerative effect after hypoxia. With 

resveratrol (% contraction = 51.18 ± 4.5), the uterus was five times more functional 

than without (contraction % = 10.67 ± 1.6). We observed that in the presence of 

resveratrol, after 10 minutes of hypoxia, the uterus was capable of approximately 75% 

contraction. We compared the effect of resveratrol with tempol and observed that 

resveratrol (% contraction = 51.18 ± 4.5) was three times better (% contraction = 19.73 

± 0.8). The effect of resveratrol (% contraction = 51.18 ± 4.5) was attenuated after 

incubation with tetraethyl ammonium (% contraction = 21.25 ± 1.9), indicating that 

potassium channels are involved in the effect of resveratrol in the hypoxic uterus. The 

effect of resveratrol (% contraction = 51.18 ± 4.5) was almost abolished following 

incubation with nifedipine (% contraction = 4.46 ± 1.4). We observed the participation of 

KATPs in the effect of resveratrol. 

Keywords: uterus; resveratrol; hypoxia; antioxidant; tocolytic; potassium channels
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1.INTRODUÇÃO 

 

1.1 PRODUTOS NATURAIS E O RESVERATROL 

 

 O Brasil possui uma grande diversidade de espécies de plantas 

medicinais, fator esse estimulante para a pesquisa e estudo dos produtos 

naturais. Contudo, aproximadamente apenas 10% têm sido avaliadas com 

respeito às suas características biológicas e apenas 5% com objetivos 

fitoquímicos e/ou farmacológicos que visam tratar e/ou melhorar quadro 

patológicos que acometem a população. Buscar produtos naturais ativos para 

auxílio no tratamento de doenças negligenciadas ou não bem esclarecidas é o 

grande objetivo de muitos grupos nacionais e internacionais de pesquisas, em 

especial no Brasil devido à grande oferta e variedade de substratos 

encontrados na flora, bem como, na fauna brasileira.  

 A partir dos produtos naturais, moléculas são isoladas e testadas com o 

intuito de descobrir fins terapêuticos visando uma melhoria no tocante aos 

desconfortos, como por exemplo dores, causadas por inúmeras doenças que 

afetam a população de uma maneira geral. Assim, essas moléculas podem ser 

utilizadas com fins terapêuticos, seja como medicamento curativo, paliativo ou 

preventivo (LUNA, 2005). 

 A relação entre produtos naturais e saúde é responsável pelo início de 

uma nova geração de terapia, que inclui fármacos derivados de plantas. O uso 

da própria planta ou de suas partes em dietas suplementares ou como 

alimentos funcionais, tornou-se uma importante alternativa na busca de uma 

vida mais saudável. Visando contribuir na busca de uma terapia eficaz, de fácil 

acesso, menor custo e efeitos adversos reduzidos, muitos pesquisadores 

apresentam um levantamento de substâncias de origem vegetal com 

comprovada ação em alvos utilizados na descoberta de novos fármacos.  Nos 

últimos 35 anos, dentre os novos fármacos aprovados, cerca de 30% são 

produtos naturais ou derivados destes e muitos tem sido utilizados no alívio 

e/ou cura de muitas doenças (NEWMAN & CRAGG 2007).   

 A pesquisa em produtos naturais no Brasil teve início em meados do 

século passado e tem sido foco de constantes revisões, indicando uma 

preocupação com a diversidade a ser pesquisada, a qualidade e objetividade 
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dos trabalhos bem como sua divulgação no meio científico (PUPO; GALLO, 

2009). Através de investigações por meio de triagem de substâncias obtidas de 

diversas espécies de plantas ou utilizando substâncias isoladas e puras a partir 

de métodos de extração, isolamento e identificação pode-se obter fármacos 

usados na terapêutica moderna ou ferramentas farmacológicas como: quinina 

(antimalárico), pilocarpina (colinesterásico), sildenafila (vasodilatador), 

vincristina (anticancerígeno), penicilinas, cefalosporinas (antibióticos), ácido 

acetilsalicílico (AAS) e morfina (analgésicos), captopril (anti-hipertensivo), 

estatinas (anticolesterolêmico) e azidovudina (antiviral) (BARREIRO, 2009). 

Dados como esses só reforçam a importância dos estudos com produtos 

naturais, estudos esses que podem tanto comprovar o uso de determinadas 

substâncias na medicina popular como descobrir novas drogas e/ou fármacos 

que possam ser utilizados na terapêutica. 

 Dentre os fármacos oriundos de produtos naturais, encontram-se os 

polifenóis, que formam um grupo heterogêneo de substâncias, constituído de 

várias classes de compostos, com propriedade antioxidante, presentes em 

vários alimentos e bebidas, em especial na uva e em seus derivados. Esses 

compostos possuem atividade antioxidante, possuem também propriedades 

antibacterianas, antiviral, antihepatotóxica e antialérgica dentre outras 

(SHAHIDI; NACZK, 2008; RIZZON & MIELE, 2006). Devido a essas inúmeras 

atividades biológicas podemos encontrar muitos desses compostos sendo 

utilizados como medicamentos no alívio e/ou combate de muitas doenças, na 

produção de cosméticos e introduzidos na dieta alimentar de muitas pessoas, 

sendo alvos importantes na indústria farmacêutica. A grande procura da 

humanidade por meios que favoreçam uma vida saudável tem impulsionado as 

pesquisas por novas substâncias capazes de satisfazer tais necessidades.  

Dentre os polifenóis, o resveratrol é exemplo e se destaca em pesquisas que 

visam melhoria na qualidade de vida dos pacientes a partir de substâncias de 

origem natural. 

 O resveratrol é um fármaco classificado como polifenol, produzido por 

diversas plantas como Kojo-kon (Polygunum cuspidatum), Kashuwu 

(Polygunum multiflorum), encontrado também no eucalipto, amendoim, amora e 

em uvas (Vitis vinifera, Vitis labrusca) (ARCE, L., 1998; HILLIS, W. E, 1974; 

KIMURA, Y., 1983; KUBO, M., 1979). Na uva é sintetizado na casca como 
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resposta ao stress causado por ataque fúngico, dano mecânico ou por 

irradiação de luz ultravioleta. Os precursores do resveratrol são os ácidos 

cumárico e malônico, na proporção de 1:3 (SOLEAS, et., al, 1997), 

provenientes das rotas do ácido chiquímico e ácido mevalônico. 

 O resveratrol é sintetizado naturalmente na planta sob duas formas 

isômeras: trans-resveratrol (trans-3,5,4'-trihidroxiestilbeno) e cis-resveratrol (cis 

3,5,4' trihidroxiestilbeno), o isômero trans-resveratrol é convertido para cis-

resveratrol em presença da luz visível, sendo esta forma a mais estável 

(Figura 1). 

 

 

 

  

 

 
 

Figura 1: Estruturas químicas dos isômeros: trans-resveratrol e cis-resveratrol. 

 

 O resveratrol possui inúmeras atividades biológicas relatadas na 

literatura, tal como atividade antioxidante através da inibição da atividade 

dioxigenase e lipoxigenase (ARICHI, H., 1982; PINTO, M., 1999). Além disso, 

pode atuar de modo similar ao estrogênio e substituir parcialmente este 

estrógeno nos tratamentos pós-menopausa, sendo utilizado em estudos 

anteriores como suplemento dietético, fato que revela ainda mais a relação 

entre o resveratrol e o aparelho reprodutor feminino (RATNA, W. N.; 

SIMONELLI J. A., 2002). De acordo com SUBBARAMAIAH et al. (1998), a 

atividade antiinflamatória do resveratrol é explicada pela inibição da transcrição 

e atividade da ciclooxigenase (COX-1 e COX-2), inibindo também a síntese de 

tromboxinas, portanto atuando como anticoagulante. Nesse estudo citado 

anteriormente foi observado que um pré-tratamento de plaquetas com 

resveratrol (50 mu g / ml) inibiu a adesão das mesmas. Resveratrol também 
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teve um efeito inibidor sobre a geração de malonildialdeído (um marcador da 

síntese de tromboxano A2) tiobarbitúrico medido como substância reativa nas 

plaquetas ativadas por trombina. (JANG, M., et., al., 1997; PACE-ASCIAK, et., 

al., 1998; ZBIKOWSKA, H. M., et., al., 1998). Há relatos de que o resveratrol 

atua sobre o câncer em diversas maneiras, uma destas é a inibição da cascata 

do ácido araquidônico,rota metabólica que pode induzir a gênese de tumores 

(SUBBARAMAIAH, K., et., al., 1999). Outra via é pela inibição da proteína 

quinase C (PKC), um mediador chave na promoção dos tumores, ação que 

poderia explicar o seu efeito quimiopreventivo, pois verificou-se que o 

resveratrol inibe a autofosforilação de algumas proteínas cinases específicas 

de um modo dependente da concentração, mas tem efeitos insignificantes 

contra reações de autofosforilação dos membros representativos das isoezimas   

da subfamília da PKC (proteína cinase C) (STEWART, J. R., et. al., 2000). 

Alguns outros estudos indicam que o resveratrol pode induzir a apoptose, 

morte programada de células, atuando como um agente antiproliferativo de 

alguns tipos de tumores, em especial de útero e mama (SCHNEIDER, Y.; et., 

al., 2000).  

 A maior parte dos estudos até agora examinaram os efeitos de 

resveratrol na prevenção de aterosclerose e doença das artérias coronárias. 

Estudos mostraram que o resveratrol (100 uM) tem ações cardioprotetoras em 

corações isolados de ratos (RAY, P.S., et al., 1999). Grupos tratados com o 

resveratrol demonstraram uma diminuição no malonaldeído (MDA) e tamanho 

do infarto, possivelmente devido a uma diminuição de radicais livres. Estudos 

anteriores com corações isolados de ratos normotensos sugerem uma 

capacidade cardioprotetora do resveratrol contra lesão de isquemia-reperfusão 

com tratamento tanto crônico como agudo. O resveratrol, reduziu o tamanho da 

área afetada com o enfarte, reduzindo a apoptose de cardiomiócitos, e 

aumentando a recuperação da contractilidade do ventrículo esquerdo (GOH, S. 

S., et al.,2007). 

 Outro fator de relevante importância é que estudos anteriores avaliaram 

a segurança farmacocinética e o metabolismo do resveratrol e relataram que 

suas doses podem ser bem toleradas em seres humanos, mesmo quando 

muito elevadas, pois nenhuma evidência de teratogênese foi associada com 
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este composto (WILLIAMS, L. D., et., al., 2009), o que torna as concentrações 

utilizadas no nosso estudo eficazes e seguras. 

Com base em uma pesquisa usando SciFinder® acessada 18 de julho 

de 2014, utilizando a estrutura química (CAS 501-36-0), foi observado que 

existem muitas fontes comerciais e reações disponíveis, para se obter o 

resveratrol e essas já foram publicadas. Um grande número de patentes foi 

registrado e está relacionado com os efeitos do mesmo em aplicações 

terapêuticas, cosméticos e em produtos nutracêuticos (DJOKO B. et., al., 

2007). O investimento da indústria nutracêutica tem sido intenso. Muitos 

suplementos dietéticos contendo resveratrol como um componente único ou 

em combinação com outros ingredientes estão no mercado (EUN -JUNG P., 

2015). 

 Logo, o fato do resveratrol ser um potente antioxidante de origem 

natural, com muitas atividades biológicas que contribuem para o bem estar de 

muitas pessoas que o utilizam, aumenta a busca pelo composto e torna-se 

motivo para que muitos pesquisadores invistam em projetos que envolvam a 

avaliação de novas propriedades assim como a descobertas dos mecanismos 

de ação pelos quais o polifenol age em tais atividades já relatadas ou em 

outras a serem descobertas.  

 Outros estudos, ainda a respeito das atividades biológicas e terapêuticas 

sobre o resveratrol, destacaram a relação sua atividade antioxidade, 

vasorelaxante e anticancerígena em ovário. Nesses estudos foi observado que 

o resveratrol atua no fator de crescimento celular que é alvo quimioterápico no 

tratamento de câncer, retardando o crescimento celular de células 

cancerígenas PA-1 de ovário humano, além de ativar as caspases 9 e 7 

induzindo apoptoses nessas células (LEE, M.H, et., al., 2009; PIROLA L, 

FROJDO S., 2008; PATEL, K. R., 2008).  

 Embora o resveratrol tenha muitas atividades citadas na literatura, seus   

mecanismos de ação e efeitos em útero ainda se apresentam pouco 

esclarecidos, mesmo diante do fato de relatos da existência de muitas 

mulheres que sofrem por problemas uterinos, desde a um câncer de colo até 

as fortes dores, conhecidas como cólicas que na maioria das vezes impedem- 

as de realizar suas atividades de rotina normalmente. Esse fato impulsiona o 
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crescimento do estudo e interesse dos pesquisadores em descobrir novas 

drogas e/ou fármacos que tratem ou aliviem tais desconfortos.  

Devido a um grande número de atividades biológicas do resveratrol serem 

relacionadas ao aparelho reprodutor feminimo, como foi citado: câncer de 

ovário, câncer de mama, reposição hormonal na menopausa, entre outros, 

torna-se importante investigar a atividade do resveratrol em útero, tanto em 

condições fisiológicas como em quadros que mimetizem alguma patologia. 

Assim, posteriormente podemos relacionar as atividades observadas com os 

possíveis mecanismos de ação descobertos. 

 Devido a isso, o resveratrol tornou-se uma ferramenta importante no 

estudo de possíveis efeitos para solucionar e/ou amenizar problemas uterinos. 

 

 

 

 

1.2 MÚSCULO LISO: CANAIS PARA CÁLCIO E CANAIS PARA POTÁSSIO 

 

  

No músculo liso um aumento na concentração de cálcio citosólico 

([Ca2+]c), é a causa primária para contração e também está envolvida na 

proliferação celular (VAN BREEMEN; SAIDA, 1989). A contração pode ser 

alcançada quer através da despolarização da membrana (acoplamento 

eletromecânico), levando ao aumento da [Ca2+]c, proveniente do meio 

extracelular através dos Cav (canais para cálcio dependentes de voltagem), 

desencadeando o processo de contração muscular ou induzida por um 

agonista (acoplamento farmaco-mecânico) que pode ser independente do 

potencial de membrana (SOMLYO; SOMLYO, 2003). Agonistas como 

ocitocina, carbacol ou histamina se ligam a receptores acoplados à proteína G 

(GPCRs) e ativam a cascata do fosfatidilinositol, através da proteína Gq ou 

G11 mediando a produção de 1,4,5 trisfosfato de inositol (IP3), que estimulam 

a liberação de Ca2+ do retículo sarcoplasmático (RS) e diacilglicerol (DAG), 

responsável pela ativação da proteína cinase C (PKC) que por sua vez pode 

fosforilar canais para potássio bloqueiando-os e levando a uma ativação 

indireta dos Cav (FUKATA; AMANO; KAIBUCHI, 2001). O aumento na [Ca2+]c 
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favorece a ligação do Ca2+ com a proteína calmodulina, formando o complexo 

4Ca2+-CAM. Este complexo ativa a cinase da cadeia leve da miosina (MLCK) a 

qual fosforila a cadeia leve da miosina (CLM), promovendo a interação da CLM 

com os filamentos de actina, desencadeando o processo de contração do 

músculo liso (WEBB, 2003).  

 Na busca por substâncias que interfiram na sinalização do Ca2+, o 

músculo liso, tendo como exemplo a camada muscular lisa do útero, se tornou 

um grande foco para o desenvolvimento de técnicas que possibilitem essa 

investigação (KARAKI et al., 1997).  

O cálcio além do sua extrema importância na contração muscular é um 

importante segundo mensageiro que desempenha um papel necessário a uma 

grande variedade de processos biológicos, incluindo a regulação enzimática, 

expressão gênica, tráfego de proteína, proliferação celular, apoptose, e a 

coordenação do acoplamento excitação-contração do músculo (CARAFOLI, 

2002). Em geral, existem duas fontes deste íon sinalizador na célula: uma 

extracelular que permitir o influxo de Ca2+ para o citoplasma, através dos 

canais na membrana plasmática, e outra intracelular representada pelos 

estoques internos, principalmente o retículo sarcoplasmático (RS) que liberam 

Ca2+ para o citosol (PAN; MA, 2003). 

 Os mecanismos que levam a uma resposta contrátil através do 

acoplamento eletromecânico são devido a uma despolarização de membrana 

diretamente pelo aumento da concentração externa de K+ ([K+]e) ou 

indiretamente pela ligação dos agonistas de acoplamento misto aos seus 

receptores levando à abertura de Cav, causando influxo de Ca2+ no citoplasma 

e, consequentemente, a contração (REMBOLD, 1996). Já os mecanismos 

fármaco-mecânicos da contração incluem (1) aumento de 1,4,5-trifosfato de 

inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG) por ligação do agonista com o receptor 

ativando a proteína Gq/11 fosfolipase C (PLC). O IP3 liga-se ao seu receptor 

permitindo a liberação de Ca2+ dos estoques intracelulares presentes no 

retículo sarcoplasmático (RS) que favorecerá a formação do complexo 4Ca2+ – 

CaM disparando o início do mecanismo contrátil (GARRET; GRISHAM, 1995); 

(2) aumento do influxo de Ca2+ através da abertura do canal de Ca2+ tipo 1 por 

um mecanismo que não envolve mudança no potencial de membrana; (3) 

liberação do Ca2+ induzida por Ca2+ através de receptores de rianodina 
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(sensíveis à cafeína) presentes na membrana do R.S. (KOMORI et al., 1995) e 

(4) aumento do Ca2+ por ativação do trocador Na+/Ca2+ reverso (BLAUSTEIN, 

1989).  

 Os mecanismos de relaxamento podem incluir: (1) hiperpolarização, (2) 

aumento na atividade da Ca2+ – ATPase (bomba de Ca2+), tanto do R.S. como 

da membrana plasmática, através da fosforilação pela PKG, levando a um 

aumento do sequestro e da extrusão de Ca2+, respectivamente, diminuindo 

assim a [Ca2+]c; (3) diminuição da formação do IP3 e consequente diminuição 

da  liberação de Ca2+ dos estoques como o RS; (3) redução da [Ca2+]c via 

AMPc/PKA (monofosfato de adenosina cíclico / proteína cinase A) por diminuir 

o influxo de Ca2+ indiretamente, por hiperpolarização, ou por agir diretamente 

nos Cav do tipo 1 inativando-os e finalmente (4) diminuição da [Ca2+]c por 

ativação do trocador Na+/Ca2+ (BLAUSTEIN, 1989). 

 Os canais para cálcio e para potássio estão intimamente relacionados 

com a regulação do músculo liso (WATTERSON; RATZ; SPIEGEL, 2005). A 

principal porta de entrada para o Ca2+ que vem do meio extracelular são os Cav 

(CATTERALL, 2000), os quais estão presentes na membrana celular da 

maioria das células excitáveis (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2007). A 

entrada de cálcio em músculo liso visceral é controlada pelo potencial de 

membrana, uma vez que este determina a abertura de canais para Ca2+ 

dependentes de voltagem (SHMIGOL; EISNER; WRAY, 1998; WRAY et al., 

2001).  

Pelo menos 10 tipos diferentes de Cav subdivididos em três grandes 

famílias já foram descritos: (1) sensíveis a di-hidropiridina e ativados por alta 

voltagem (Cav1); (2) insensíveis a di-hidropiridina e ativados por alta voltagem, 

(Cav2); e (3) ativados por baixa voltagem (Cav3), (ERTEL et al., 2000; 

ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2007).  

O fluxo dos íons K+ através de canais localizados na membrana regulam 

o influxo de Ca2+ através dos Cav (THORNELOE; NELSON, 2005). Os canais 

para potássio desempenham um papel chave na regulação do potencial de 

membrana e na excitabilidade celular, sendo a contração no músculo liso 

dependente do balanço entre o aumento da condutância ao íon K+, levando a 

uma hiperpolarização, e a diminuição da condutância ao K+, levando a uma 

despolarização (KNOT et al., 1996).  
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 Os ativadores de canais para K+ são substâncias que incluem um grupo 

de diversas moléculas com um largo potencial terapêutico (QUEST, 1992; 

EMPFIELD; RUSSELL; TRAINOR, 1995). Estes compostos abrem os canais 

para K+, causando hiperpolarização de membrana através do aumento do 

efluxo de K+, diminuição o influxo de Ca2+ e consequente diminuição do Ca2+ 

intracelular livre culminando assim no relaxamento muscular (QUEST; COOK, 

1989; WESTON; EDWARDS, 1992).  

No músculo liso, o tônus basal pode ser regulado por vários subtipos de 

canais para K+, entre eles: canais para K+ dependentes de voltagem (Kv); 

canais para K+ ativados por Ca2+ de larga condutância (BKCa); canais para K+ 

ativados por Ca2+ de pequena condutância (SKCa); canais para K+ sensíveis ao 

ATP (KATP), entre outros (THORNELOE; NELSON, 2005). 

A repolarização ou hiperpolarização de membrana na musculatura lisa 

uterina, ocorre devido, principalmente, a ativação dos BKCa, que são ativados 

quando a [Ca2+]c se eleva e a ativação dos KV, em decorrência à 

despolarização de membrana (LEDOUX et al., 2006). Tal ativação leva a uma 

redução no influxo de Ca2+ através dos Cav por sua inibição e, 

consequentemente, a uma redução da [Ca2+]c (LEDOUX et al., 2006; LIN et al., 

2006).  
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1.3 ÚTERO: FISIOLOGIA E HIPÓXIA 

 

 O útero é um órgão oco, revestido de musculatura lisa bem diferenciada, 

possuindo três camadas: endométrio, miométrio (camada muscular lisa 

espessa) e serosa (camada externa), ainda em relação ao útero, tem havido 

um progresso notável para o entendimento da fisiologia e fisiopatologia do 

útero, o que resultou em muitas intervenções importantes que afetam a 

concepção e contracepção, bem como a função menstrual. Embora haja 

crescente conscientização da importância potencial da função anormal da 

camada muscular do útero (miométrio), há relativamente poucos 

esclarecimentos sobre o papel do miométrio em doenças mais frequentes da 

reprodução (AGUILLAR; MITCHELL, 2010). O miométrio é de vital importância 

em processos fisiológicos como implantação do embrião e na manifestação de 

distúrbios como dismenorreia, assim como em processos como aborto 

espontâneo e pré-eclâmpsia, processos que podem ocorrer por um descontrole 

das contrações uterinas (AGUILLAR; MITCHELL, 2010). Contrações 

exageradas culminam na dor, promovem a redução do fluxo vascular uterino, 

causando isquemia e hipóxia, aumentando ainda mais o quadro doloroso 

(BORTOLETO, 1995). 

 Existem relatos na literatura que o fluxo sanguíneo normal em útero de 

ovelha grávida é intimamente relevante durante uma contração e depende do 

seu bom funcionamento (GREISS, F. C., 1965), só depois de algum tempo este 

fato foi confirmado e estendido para útero humano através de técnicas como 

laser doppler. Fortes contrações uterinas assim como contrações fracas 

demais, tornam praticamente impossível a drenagem venosa e o fluxo arterial, 

ou seja, qualquer descontrole no tocante à maquinaria que coordena os 

processos de contração e relaxamento da musculatura lisa uterina, pode 

acarretar desconfortos e/ou processos patológicos. Com esse descontrole por 

parte das contrações, o próprio útero oclui o seu fornecimento de sangue, o 

qual é veículo importante para o transporte de oxigênio e nutrientes para o 

tecido. Um descontrole nas contrações uterinas pode acarretar muitos danos 

morfofisiológicos ao tecido em questão e esse descontrole ocorre nos casos de 
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abortos induzidos ou espontâneos, trabalho de parto, dismenorreia entre outros 

(DAWSON, M. J. & S. WRAY, 1985).  

 Dentre muitas causas, a hipóxia pode ser considerada um grande motivo 

para os descontroles contráteis uterinos culminando em dor e possível 

agravamento do quadro com problemas futuros. E para entendermos como 

isso ocorre, faz-se necessária uma revisão sobre os efeitos moleculares 

causados pela hipóxia no útero. 

 É descrito na literatura que a fosforilação oxidativa é a maior fonte na 

obtenção de adenosina tri fosfato (ATP), músculos lisos, os quais não possuem 

grande reserva de fosfato e desta forma o útero não seria uma exceção 

(Dawson, M. J., 1985). Isso torna o útero um dos órgãos mais vulneráveis à 

hipóxia.  

 A capacidade contrátil uterina é drasticamente diminuída em baixos 

níveis de oxigênio e esse efeito é observado tanto em útero de roedores quanto 

em útero humano, ambos possuem o mesmo mecanismo de depressão 

contrátil mediante à hipóxia, tornando assim os protocolos usados em modelos 

de laboratório viáveis para execução em estudos com seres humanos (Wray. 

S., 1993). É sabido também que o útero gravídico é mais resistente à hipóxia 

que o útero não gravídico, provavelmente pelo fato do primeiro ter uma maior 

concentração de ATP e estoques de glicogênio (WYNN, R., 1977) junto com 

um melhor funcionamento da lactato desidrogenase (LDH) em manter 

constantes os níveis de ATP, o que é mais predominante em úteros gravídicos. 

 Uma das funções dos canais para K+ nas células uterinas em especial, é 

a manutenção do potencial de repouso negativo (Em −45 mV), por meio do 

efluxo do íon K+. Esta característica é importante para as células excitáveis, 

pois, suas funções são dependentes e podem ser alteradas por mudanças no 

potencial de membrana, este fato torna o estudo sobre os KATPs no processo de 

hipóxia uterina extremamente importante (NELSON; QUAYLE, 1990). 

Elevações no potencial de membrana podem levar a uma 

despolarização, onde a carga perimembranar passa para valores positivos. 

Este evento ocorrendo numa célula muscular lisa comum, culmina no aumento 

da concentração intracelular do íon cálcio ([Ca2+]c), devido à abertura dos 

canais de cálcio dependentes de voltagem. É esse aumento na [Ca2+]c que 

promove uma sinalização intracelular que leva à vasoconstrição. Por sua vez, a 
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abertura dos canais para K+ levam a uma hiperpolarização, fechamento dos 

canais para Ca2+ e vasorrelaxamento (NELSON; QUAYLE, 1990).  

A hipóxia no útero afeta profundamente as contrações uterinas, 

deixando-as bastante reduzidas ou até mesmo abolidas. Isso pode ter 

implicações clínicas, isto é, com contrações demasiadamente fracas tornar-se 

ineficiente o trabalho de parto e funcionamento de condições normais no 

período menstrual, por exemplo. Este é um das definições de distócia uterina 

em trabalho de parto, onde, por causa do fracasso do útero a se contrair 

adequadamente, o trabalho torna-se prolongado ou até mesmo cessa e torna-

se necessária uma cesariana de emergência. A variação brusca no pH, 

tornando o meio ácido também é característica da hipóxia uterina, fator este 

que culmina na perda da força contrátil e sensibilidade do miométrio (Wray. S., 

1993).  

 Estudar e entender os mecanismos pelos quais a hipóxia produz esses 

efeitos no útero é um passo importante para a produção de medicamentos 

potentes e eficazes para o tratamento de muitas doenças e quadros dolorosos 

que acometem mulheres em todo o mundo. Estudos que avaliam o 

comportamento uterino e buscam drogas que possuam efeito regenerativo e/ou 

protetor contra a hipóxia são de grande valor, visto que o efeitos causados pela 

mesma no útero acontecem e podem ser observados em estudos in vitro 

relacionando diferentes tipos de problemas que são ocasionados por, por 

exemplo, descontroles hormonais que por sua vez possuem efeitos a longo 

prazo (DART, C. & STANDEN, N. B.1995) 

Pesquisadores relataram que o desequilíbrio de íons como Ca2+ e H+ e 

metabólitos como ATP e fosfato é frequentemente observado em quadro de 

hipóxia uterina, o que confirma que a brusca acidificação do meio devida a 

queda no pH, não é a única causa da perda de força contrátil, pois estudos nos 

quais o pH era mantido com tampões, na presença da hipóxia as contrações 

continuavam fracas (Wray, S., 1990). No tocante à relação entre hipóxia vs 

mecanismo de contração no músculo liso, sabe-se que a calmodulina não 

mostrou-se afetada em meios com hipóxia, no entanto é observada uma 

diminuição da desfoforilação pelas fosfatases na cadeia leve da miosina 

(KHAN, R. N, et al., 1993). 
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A hipóxia pode causar uma redução de ATP intracelular ou elevação no 

ADP intracelular levando a vasodilatação da musculatura lisa, efeito que foi 

inibido por glibenclamida, bloqueador seletivo para KATP nas artérias cerebrais, 

coronarianas, renais e músculo esquelético. Estas observações sugerem um 

papel fundamental de canais KATP na vasodilatação observada durante o 

processo da hipóxia (TAGUCHI, H., et., al., 1994; LOUTZENHISER, R. D. & 

PARKER, M. J., 1994), mas ainda não há relatos sobre a participação desses 

canais em hipóxia uterina, fato que impulsiona e sustenta a hipótese do estudo 

atual sobre os efeitos do resveratrol em útero sob normóxia e hipóxia. 

Os canais para K+ incluem: (I) canais para K+ sensíveis ao Ca2+ de alta 

condutância (BKCa); (II) canais para K+ sensíveis ao ATP; (III) canais para K+ 

sensíveis a voltagem (KV); (IV) canais para potássio retificadores de entrada 

(Kir) e (V) canais para potássio com domínio de dois poros (K2P). Contudo, tem 

sido estabelecido que os três primeiros participam majoritariamente no 

processo de relaxamento de músculos lisos (NELSON; QUAYLE, 1995; 

JACKSON, 2005), fato que evidencia a importância de estudos que tenham 

foco na análise da participação dos canais para potássio em efeitos relaxantes 

e/ou contráteis na musculatura lisa uterina.



 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

Objetivos
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2 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar e comparar os efeitos do resveratrol em útero isolado de 

camundongos tanto em normóxia como em modelos de hipóxia.  

 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Em normóxia: 

 

 Avaliar o possível efeito relaxante do resveratrol frente às contrações 

fásicas e espontâneas em útero isolado de camundongos; 

 Investigar o mecanismo de ação tocolítica do resveratrol em útero 

isolado de camundongo em normais condições de oxigenação, 

observando seu efeito no tônus, frequência e amplitude das 

contrações uterinas fásicas; 

 Caracterizar o antagonismo da contração induzida por ocitocina de 

maneira cumulativa na presença e na ausência do resveratrol; 

 Avaliar o efeito do resveratrol sobre as contrações tônicas induzidas 

por ocitocina; 

  Observar os efeitos do resveratrol no tocante à tônus, frequência e 

amplitude das contrações uterinas induzidas por ocitocina; 
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Sob hipóxia: 

 Avaliar o efeito regenerativo do resveratrol em útero isolado de 

camundongos; 

 Avaliar o efeito protetor do resveratrol em útero isolado de 

camundongo; 

 Realizar uma comparação entre os efeitos uterinos do resveratrol e 

tempol em modelos uterinos; 

 Avaliar a participação dos canais de potássio no mecanismo de ação 

do efeito regeneratrivo do resveratrol em úteros; 

 Avaliar a participação dos canais de cálcio no mecanismo de ação do 

efeito regeneratrivo do resveratrol em útero; 

 Avaliar a participação dos KATPs no mecanismo de ação do efeito 

regeneratrivo do resveratrol em úteros sob hipóxia. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Metodologia



EFEITO DUAL DO RESVERATROL EM ÚTERO ISOLADO DE CAMUNDONGOS SOB NORMÓXIA E HIPÓXIA   32 

Juliana da Nóbrega Carreiro  

3. METODOLOGIA 

  

3.1 ANIMAIS 

  

Os protocolos experimentais foram realizados utilizando camundongos 

Swiss fêmeas pesando entre 30 e 40g, todas procedentes da Universidade de 

Newcastle (Austrália) (n = 6). 

Antes dos experimentos os animais foram mantidos sob rigoroso sistema 

de controle alimentar com uma dieta balanceada a base de ração tipo pellets 

(Purina) com livre acesso a água, com ventilação e temperatura (21ºC) 

controladas e constantes, submetidos a um ciclo claro-escuro de 12 h sendo o 

período claro das 06h00 às 18h00. 

Todos os animais foram eutanasiados seguindo os princípios de 

cuidados com animais aprovados pelo comitê (University of Newcastle Animal 

Care and Ethics Committee), com certidão de número: A-2009-153 (ANEXO I). 

 

 

3.2 DROGAS E REAGENTES 

 

 O bicarbonato de sódio (NaHCO3), cloreto de potássio (KCl), cloreto de 

cálcio (CaCl2), cloreto de sódio (NaCl), fosfato de magnésio (MgSO4) e glicose 

foram obtidos da Merck & Co, Inc. (Whitehouse Station, NJ, EUA), cloreto de 

tetraetilamônio (TEA+), glibenclamida,, nifedipino, o sulfóxido de dimetileno 

(DMSO), a ocitocina e o resveratrol (dissolvido em DMSO) foram obtidos da 

Sigma Aldrich.   

O Tempol (Sigma Aldrich) foi dissolvido em água destilada para formar 

uma concentração final de 100 uM.  

Uma análise de controle do veículo utilizado (DMSO) foi realizada para 

descartar uma possível atividade relaxante e/ou contrátil  
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3.3 SOLUÇÕES NUTRITIVAS 

 

 Foi utilizada solução nutritiva de Krebs, aerada com mistura carbogênica 

(95% de O2 e 5% de CO2). O pH era ajustado para valores entre 7,2 - 7,4 com 

solução de HCl ou NaOH (1N) e mantida a temperatura constante de 37 ± 1ºC. 

A composição desta solução está descrita no quadro 1. 

 

Tabela 1- Composição da solução de Krebs 

 

Substância 

 

Concentração (mM) 

NaCl 118,0 

KCl 4,60 

CaCl2 2,50 

MgSO4 5,70 

Glicose 11,00 

NaHCO3  25,00 
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3.4 PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO ESTOQUE DA SUBSTÂNCIA EM ESTUDO 

 

 Resveratrol foi solubilizado em DMSO e diluído em água destilada para 

obtenção da solução estoque (1M) a qual era estocada em “freezer” a uma 

temperatura de -20ºC, sendo novamente diluída em água destilada de acordo 

com a necessidade de cada protocolo experimental. A concentração final de 

DMSO nas cubas nunca excedera 0,01% (v/v). Nesta concentração o DMSO é 

desprovido de efeito contrátil ou relaxante significante no órgão estudado, de 

acordo com dados obtidos em experimentos anteriores realizados, nos quais foi 

observado que o DMSO não possui efeito relaxante em útero isolado de 

camundongo (100µM). 

 
 

3.5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

 
 
 Para aferir as mudanças na contratilidade do tecido, o mesmo foi 

suspenso verticalmente a um transdutor de força isométrica (Relva FT.03 

ADInstruments) sob tensão de 0,5 g num período de estabilização de 45 

minutos em todos os protocolos. O índice da função contrátil avaliada foi 

considerada em força (em gramas). Antes do estudo, as normas foram 

estabelecidas para eliminar o tecido que não conseguisse gerar, pelo menos, 

0,2 g de força desenvolvida durante o período de equilíbrio inicial. As respostas 

foram registradas em um sistema de aquisição de dados PowerLab 

(ADInstruments) e Software Gráfico. 

 Estudos de base foram realizados para selecionar a duração do tempo 

de hipóxia, seguindo tensões desenvolvidas após 5, 30 ou 60 min de hipóxia. 

Após 60 minutos de hipóxia, um grande número de preparações tornaram-se 

inviáveis. Desta forma 30 min (minutos) foi escolhido como tempo de hipóxia a 

ser testado no estudo, pois neste tempo o tecido uterino se manteve viável em 

relação a tônus, frequência e amplitude das contrações. As concentrações do 

resveratrol e tempol foram escolhidas com base em curvas de dose resposta e 
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literatura anterior (NOVAKOVIC, R., 2013). Esses dois fármacos foram 

utilizados em 100µM como concentração máxima. 

3.6 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 

3.6.1 AVALIAÇÃO DO EFEITO DO RESVERATROL EM ÚTERO ISOLADO DE 

CAMUNDONGO EM NORMÓXIA. 

 

3.6.1.1 AVALIAÇÃO DO EFEITO DO RESVERATROL NO TÔNUS, NA 

AMPLITUDE E NA FREQUÊNCIA DAS CONTRAÇÕES UTERINAS FÁSICAS 

E ESPONTÂNEAS. 

 

 Os camundongos fêmeas foram tratadas 24h antes do início dos 

experimentos com dietilestilbestrol (1 mg/kg s.c.) para indução do estro e um 

dia após essa informação foi confirmada por análise de um esfregaço vaginal 

(VILELA, M. G., et. al., 2007). Decorrido este tempo, os animais foram 

eutanasiados. Após abertura da cavidade abdominal, era feita a dissecação do 

útero, colocando-o em uma placa de Petri contendo solução nutritiva de Krebs 

a 37ºC. Em seguida, os dois cornos uterinos foram separados por meio de uma 

incisão, abertos longitudinalmente e suspensos verticalmente em cubas de 

vidro (5 mL). Para estabilização da preparação, esta foi mantida em repouso 

por 45 minutos antes do contato com qualquer agente, sob tensão de repouso 

de 0,5g, efetuando, neste período, a renovação da solução nutritiva a cada 15 

minutos.  

Sendo o útero um órgão de contração bifásica e que possui contrações 

involuntárias, tornou-se de grande importância a avaliação do possível efeito 

relaxante do resveratrol tanto em contrações fásicas espontâneas como em 

contrações induzidas por agente contrátil. 

Nos experimentos que tinham como objetivo a avaliação do efeito do 

resveratrol frente à contrações fásicas espontâneas e/ou sobre o tônus 

induzido, após o período de estabilização, o resveratrol era adicionado às 

cubas de maneira cumulativa sobre o tônus sustentado e o efeito relaxante era 

observado, considerando os seguintes aspectos: tônus, amplitude e frequência 

das contrações uterinas. Todos foram calculados considerando-se os últimos 
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10 minutos de efeito e fazendo-se uma média com as contrações selecionadas 

nesse determinado tempo. 

Os valores de CE50 (Concentração da substância em estudo que produz 

50% do seu efeito máximo) foram calculados a partir das curvas 

concentrações-resposta, na ausência e na presença de resveratrol. 

Os dados de relaxamento produzido pelo resveratrol em útero isolado de 

camundongo referentes à tônus, amplitude e frequência, foram calculados 

estatisticamente da mesma maneira. 

 

3.6.2 AVALIAÇÃO DO ENVOLVIMENTO DOS RECEPTORES PARA 

OCITOCINA NO MECANISMO DE AÇÃO TOCOLÍTICO DE RESVERATROL. 

 

3.6.2.1 ANTAGONISMO DA CONTRAÇÃO INDUZIDA POR OCITOCINA. 

 

 O útero foi montado como descrito no item 3.6.1.1. Após o período de 

estabilização, duas curvas concentrações-resposta cumulativas similares à 

ocitocina (10-11 – 10-5 M) foram obtidas. Em seguida, na ausência da ocitocina, o 

resveratrol era incubado por 15 minutos em diferentes concentrações (3,10 e 

30µM) e em experimentos diferentes e independentes. Após este período, ainda 

na presença do resveratrol, uma nova curva concentração-resposta cumulativa à 

ocitocina era obtida. Os resultados foram avaliados comparando-se a 

porcentagem da resposta contrátil na presença do resveratrol com aquela obtida 

pela amplitude média das curvas controle na ausência do mesmo (controle).  

O tipo de antagonismo exercido pelo resveratrol foi analisado com base 

nos valores da inclinação do gráfico de Schild (ARUNLAKSHANA; SCHILD, 

1959) e sua potência pelo valor de CE50 (VAN ROSSUM, 1963) 
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3.6.3 AVALIAÇÃO DO EFEITO DO RESVERATROL NO TÔNUS, 

AMPLITUDE E FREQUÊNCIA SOBRE AS CONTRAÇÕES UTERINAS 

INDUZIDAS POR OCITOCINA. 

 

 O útero foi montado como descrito no item 3.6.1.1. Após o período de 

estabilização, foram obtidas duas curvas concentrações-resposta simples de 

amplitude similares induzidas por ocitocina, de amplitudes similares (Controle), 

em preparações diferentes, registrada através de transdutores isométricos 

acoplados a um sistema de aquisição digital.  

Durante a fase tônica sustentada da segunda resposta, o resveratrol foi 

adicionado cumulativamente à cuba sobre o tônus induzido e sustentado e os 

seguintes fatores: tônus, amplitude e frequência foram observados e calculados 

posteriormente. 

 O relaxamento produzido por resveratrol foi expresso como a 

percentagem reversa da contração inicial produzida pelo agente contrátil 

utilizado.  

 A CE50 foi obtida a partir dos valores das médias (calculadas pelo uso da 

regressão não linear de cada curva concentração-resposta de relaxamento 

para resveratrol de cada um dos experimentos). 

 

3.6.4 AVALIAÇÃO DO EFEITO DO RESVERATROL EM ÚTERO ISOLADO 

DE CAMUNDONGO SOB HIPÓXIA 

 

3.6.4.1 AVALIAÇÃO DO EFEITO REGENERATIVO DO RESVERATROL EM 

ÚTERO ISOLADO DE CAMUNDONGO SOB HIPÓXIA 

 

 O útero foi montado como descrito no item 3.6.1.1. Após o período de 

estabilização de 45 minutos sob uma tensão de repouso de 0,5g e após 

verificar se as contrações uterinas espontâneas estavam estáveis e viáveis, era 

feita a troca dos gases utilizados durante o experimento com o objetivo de 

expor o tecido em questão à hipoxia.  
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A mistura carbogênica foi fechada e logo após foi acionado um 

dispositivo de gás nas cubas composto por N2 e CO2 (95% e 5%, 

respectivamente). O tecido permaneceu exposto a estas condições citadas por 

30 minutos. Após 30 minutos de exposição à lesões causadas pela hipóxia, o 

resveratrol era adicionado às cubas na concentração de 100µM e o efeito era 

observado e calculado posteriormente.  

 O efeito produzido pelo resveratrol no tônus uterino foi calculado e 

expresso o valor da CE50 que foi obtida a partir dos valores das médias 

(calculadas pelo uso da regressão não linear de cada curva concentração-

resposta de relaxamento para resveratrol). 

 

 

3.6.4.2 AVALIAÇÃO DO EFEITO PROTETOR DO RESVERATROL EM 

ÚTERO ISOLADO DE CAMUNDONGO SOB HIPÓXIA 

  

O útero foi montado como descrito no item 3.6.1.1. Após o período de 

estabilização de 45 minutos sob uma tensão de repouso de 0,5g e após 

verificar se as contrações uterinas espontâneas estavam estáveis o resveratrol 

era incubado por 15 minutos, em seguida era feita a troca dos gases utilizados 

durante o experimento com o objetivo de expor o tecido em questão à hipóxia 

na presença do polifenol. A mistura carbogênica era fechada e logo após era 

acionado um dispositivo de gás nas cubas composto por N2 e CO2 (95%, 5%, 

respectivamente). O tecido permaneceu exposto a estas condições citadas por 

30 minutos. 

O efeito protetor do resveratrol no útero foi calculado de acordo com a 

comparação do tempo de resistência do útero à queda brusca de tônus 

observado na exposição do tecido à hipóxia. Foi realizada a comparação 

estatística entre o tempo que o útero leva para entrar em falha durante a 

hipóxia na presença e na ausência do resveratrol e esses dados foram 

expresso como valor da CE50 que foi obtida a partir dos valores das médias. 
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3.6.5 COMPARAÇÃO DOS EFEITOS DO TEMPOL E RESVERATROL EM ÚTERO 

ISOLADO DE CAMUNDONGO SOB HIPÓXIA 

 

 O útero era montado como descrito no item 3.6.1.1. Após o período de 

estabilização de 45 minutos sob uma tensão de repouso de 0,5g e após 

verificar se as contrações uterinas espontâneas estavam estáveis era feita a 

troca dos gases utilizados durante o experimento com o objetivo de expor o 

tecido em questão à hipoxia. A mistura carbogênica era fechada e logo após 

era acionado um dispositivo de gás nas cubas composto por N2 e CO2 (95%, 

5%, respectivamente). O tecido permaneceu exposto a estas condições citadas 

por 30 minutos. 

Após 30 minutos de exposição a lesões causadas pela hipóxia, o tempol 

ou resveratrol (100µM) foram adicionados às cubas na concentração em 

diferentes experimentos e os possíveis efeitos regenerativos obtidos foram 

observados, calculados e comparados posteriormente. Foi realizada a 

comparação estatística entre CE50 correspondentes à média de efeito do 

tempol e resveratrol. 

 

3.6.6.  AVALIAÇÃO DO ENVOLVIMENTO DOS CANAIS PARA POTÁSSIO NO 

MECANISMO DE AÇÃO DO RESVERATROL EM ÚTERO ISOLADO SOB 

HIPÓXIA. 

  

O útero foi montado como descrito no item 3.6.1.1. Após o período de 

estabilização de 45 minutos sob uma tensão de repouso de 0,5g e após 

verificar se as contrações uterinas espontâneas estavam estáveis foi feita a 

troca dos gases utilizados durante o experimento com o objetivo de expor o 

tecido em questão à hipóxia com uma mistura de gases nas cubas composto 

por N2 e CO2 (95%, 5%, respectivamente) e após 15 minutos o TEA+ (10mM), 

que nesta concentração é um bloqueador não seletivo para os canais de 

potássio, foi adicionado. O tecido permaneceu exposto a estas condições 
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citadas por 30 minutos. Em seguida o resveratrol (100µM) foi adicionado à 

cuba na presença do TEA+ e o efeito foi observado (LATORRE et al., 1989). 

O efeito observado foi expresso com os valores de CE50 e foram 

calculados a partir dos experimentos, na ausência e na presença de 10 mM de 

TEA+. 

 

3.6.7 AVALIAÇÃO DO ENVOLVIMENTO DOS CANAIS PARA CÁLCIO NO 

MECANISMO DE AÇÃO DO RESVERATROL EM ÚTERO ISOLADO SOB 

HIPÓXIA. 

 

 O útero foi montado como descrito no item 3.6.1.1. Após o período de 

estabilização de 45 minutos sob uma tensão de repouso de 0,5g e após 

verificar se as contrações uterinas espontâneas estavam estáveis foi feita a 

troca dos gases utilizados durante o experimento com o objetivo de expor o 

tecido em questão à hipóxia com uma mistura de gases nas cubas composto 

por N2 e CO2 (95%, 5%, respectivamente) e após 15 minutos nifedipino (1µM), 

um bloqueador para os canais de cálcio foi adicionado. O tecido permaneceu 

exposto a estas condições citadas por 30 minutos. Em seguida o resveratrol 

(100µM) foi adicionado à cuba na presença do nifedipino e o efeito foi 

observado (LATORRE et al., 1989). 

O efeito observado foi expresso com os valores de CE50 e foram 

calculados a partir dos experimentos, na ausência e na presença de 10 mM de 

nifedipino. 

 

3.6.8 AVALIAÇÃO DO ENVOLVIMENTO DOS KATPs, SUBTIPOS DE CANAIS 

PARA POTÁSSIO NO MECANISMO DE AÇÃO DO RESVERATROL EM 

ÚTERO ISOLADO SOB HIPÓXIA 

 

 O útero foi montado como descrito no item 3.6.1.1. O tecido permanecia 

em repouso por 45 minutos em contato com a solução de Krebs. Após este 

período foi induzida hipóxia e após 15 minutos de exposição, o bloqueador 
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glibenclamida, foi incubado pelo período de 15 minutos, totalizando assim 30 

minutos de exposição do tecido à hipóxia na presença do bloqueador seletivo 

para os canais de potássio sensíveis ao ATP. Dessa forma, foi adicionado à 

cuba 3 x 10-5M de glibenclamida, um bloqueador dos canais para potássio 

sensíveis ao ATP (KATP) (HUGHEST; HOLLINGSWORTH, 1997), por 15 

minutos. Após esse tempo, resveratrol (100 mM) era adicionado e o efeito era 

observado na presença dos bloqueadores. O efeito produzido pelo resveratrol 

foi expresso como a CE50 e comparado com o efeito observado na ausência do 

bloqueador. Foi observado também que o efeito regenerativo do polifenol após 

a lavagem do tecido, com o objetivo de eliminar o efeito do bloqueador e 

confirmar a viabilidade do tecido, mostrando apenas a possível influência do 

bloqueador no efeito do resveratrol em útero isolado de camundongo em 

modelo de hipóxia. 

 

3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média 

(e.p.m.). As diferenças entre as médias foram consideradas significantes 

quando o p < 0,05.  As comparações estatísticas entre duas variáveis foram 

realizadas por meio da utilização do teste t de Student não pareado e ANOVA 

oneway.   

Nas curvas concentração-resposta, os valores de Emáx (efeito máximo 

em porcentagem de relaxamento) e de CE50 (concentração responsável por 

50% do Emáx) foram obtidas por regressão não linear. 

Os dados foram analisados e plotados no programa estatístico 

GraphPad Prism 6.0®. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 INVESTIGAÇÃO DO MECANISMO DE AÇÃO TOCOLÍTICA DO 

RESVERATROL EM ÚTERO ISOLADO DE CAMUNDONGO SOB NORMÓXIA 

4.1.1 AVALIAÇÃO DO EFEITO DO RESVERATROL NO TÔNUS, AMPLITUDE 

E FREQUÊNCIA DAS CONTRAÇÕES UTERINAS ESPONTÂNEAS 

 

 Resveratrol, nas concentrações de 1, 3, 10, 30 e 100 µM, relaxou o útero 

isolado de camundongos (Figura 2) bem como diminuiu a amplitude e 

frequência das contrações uterinas de maneira significante e dependente de 

concentração (Figura 3A, 3B e 3C). Os valores de CE50 nos experimentos nos 

quais foi observado tônus, amplitude e frequência, foram 10,34 ± 0,91; 

11,11 ± 0,90 e 6,85 ± 0,90 respectivamente (n = 6).  

 Resveratrol mostrou-se mais potente em diminuir a frequência uterina 

quando comparado aos efeitos no tônus e amplitude (Figura 3).  

A responsividade do útero ao resveratrol foi restaurada 15 minutos após 

a retirada do mesmo da cuba indicando que o efeito do polifenol é reversível 

neste órgão e comprovando a não toxicidade do mesmo neste órgão. 
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 Figura 2: Registro representativo do efeito do resveratrol nas contrações 

fásicas espontâneas. As setas para baixo representam a adição cumulativa das 

concentrações (1-100µM) do resveratrol 
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Figura 3: Curva concentração-resposta ao resveratrol. Efeito sobre o tônus (A), 

amplitude (B) e frequência (C) das contrações uterinas espontâneas (n = 6). 
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4.1.2   ANTAGONISMO DA CONTRAÇÃO INDUZIDA POR OCITOCINA 

 

 Resveratrol, testado nas concentrações de 3, 10 e 30 µM, inibiu de 

maneira dependente de concentração (r2 = 0,96 ± 0,006) as contrações 

cumulativas induzidas por ocitocina em útero isolado de camundongos swiss 

(Figura 4). 

 As curvas cumulativas para ocitocina foram desviadas para a direita de 

maneira não paralela e com redução do efeito máximo (Emax) (Figura 5).  

Os valores de Emax (controle = 100.0 %; 3 µM = 79,98 ± 0,01 %; 

10 µM = 43,81 ± 0,2 %; 30 µM = 28,34 ± 0,9 %) (n = 6), diminuíram de maneira 

significativa (Tabela 1). O antagonismo foi do tipo não competitivo com 

diminuição nos valores de CE50 e confirmado pelo valor de “slope” que diferiu 

significantemente da unidade (Figura 5).  

A potência do resveratrol em antagonizar as contrações cumulativas 

induzidas por ocitocina foi determinada pelo valor de CE50 e a eficácia pelos 

valores de Emax. . 
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Figura 4: Registro representativo das contrações induzidas por concentrações 

cumulativas de ocitocina (10-11 – 10-5 M) na ausência e na presença do resveratrol. 
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Figura 5: Curvas concentrações-resposta cumulativas à ocitocina  na ausência () e 
na presença do resveratrol nas concentrações de 3 µM (), 10 µM  () e 30 µM (O) 
em útero isolado de camundongos (n = 6). Os símbolos e as barras verticais 
representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA “one-way” seguido por 
Bonferroni, ****p < 0,0001 (controle vs. resveratrol). 
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4.1.3 EFEITO DO RESVERATROL SOBRE AS CONTRAÇÕES TÔNICAS 

INDUZIDAS POR OCITOCINA. 

 

 Resveratrol (1 – 130 µM) relaxou de maneira significante e dependente 

de concentração o útero pré-contraído por ocitocina (CE50 = 15,38 ± 0,66) 

(Figura 6). Ademais, o resveratrol apresentou efeito significativo para tônus, 

amplitude e frequência (n = 6) (Figura 7A, 7B e 7C respectivamente). No 

entanto, resveratrol mostrou-se cerca aproximadamente 8 vezes mais potente 

em diminuir a frequência das contrações uterinas (CE50 = 5,72 ± 1,92) quando 

comparado com o seu efeito sob a amplitude das mesmas 

(CE50 = 46,14 ± 1,13).   

 

 

 

Figura 6:  Registros representativos do efeito de resveratrol (1 – 130 µM) sobre as 

contrações tônicas induzidas por ocitocina em útero isolado de camundongo. As setas 

para baixo representam a adição cumulativa das concentrações do resveratrol 
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7C 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Efeito do resveratrol sobre o tônus (A), amplitude (B) e frequência (C) das 

contrações tônicas induzidas por ocitocina em útero isolado de camundongo (n = 6). 
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4.2 AVALIAÇÃO DO EFEITO DO RESVERATROL EM ÚTERO ISOLADO DE 

CAMUNDONGO SOB HIPÓXIA 

 

4.2.1 AVALIAÇÃO DO EFEITO REGENERATIVO DO RESVERATROL EM 

ÚTERO ISOLADO DE CAMUNDONGO SOB HIPÓXIA 

 

 O resveratrol (100 µM) foi adicionado ao banho após 30 minutos de 

exposição do tecido à hipóxia (Figura 8). Observou-se que, adicionando o 

resveratrol, o tônus contrátil foi melhorado na presença do polifenol. Dado esse 

observado quando comparamos o valor contrátil do tônus na presença com o 

tônus uterino na ausência do resveratrol, ambas as experiências realizadas em 

modelos de hipóxia. 

 Na presença do resveratrol (contração = 51,18 ± 4,5 %) o útero tem 5 

vezes mais tônus contrátil quando comparado nas condições de ausência 

(contração = 10,67 ± 1,6 %) (n = 6) (Figura 9).
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Figura 8: Registros representativos do efeito regenerativo do resveratrol (100 µM) em 

útero isolado de camundongo exposto à 30 minutos de hipóxia. 
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Figura 9: Efeito regenerativo do resveratrol (100 uM) após 30 minutos de hipoxia em 

útero. Símbolos e barras verticais representam a média e E.P.M., respectivamente. 

One-way e teste t **** p <0,0001 (Hypoxial vs. hipóxia + resveratrol); ### p < 0,0001 

(Controle vs. Hipóxia); (n = 6). 
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4.2.2 AVALIAÇÃO DO EFEITO PROTETOR DO RESVERATROL EM ÚTERO 

ISOLADO DE CAMUNDONGO SOB HIPÓXIA 

 

 Após o período de estabilização, o resveratrol na concentração de 

100 µM (R100) foi adicionado ao banho durante 15 minutos, tempo após o qual 

o tecido foi exposta a hipóxia durante 30 minutos na presença do polifenol. 

(Figura 10) 

Em experiências, na ausência de resveratrol, o útero, em aproximadamente 10 

minutos, tinha valor máximo de tônus contrátil de apenas 25% em comparação 

com o controle (100% de contração).  

 No entanto, na presença do resveratrol, com 10 minutos de exposição à 

hipóxia, o útero foi observado com tônus contrátil de aproximadamente 75% de 

contração (n = 6). Estes dados foram observadas em momentos: 0, 10, 20, 30 

minutos de hipóxia (Figura 11). 
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Figura 10: Registros representativos do efeito protetor do resveratrol (100 µM) em 

útero isolado de camundongo exposto à 30 minutos de hipóxia. 
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Figura 11: Efeito protetor do resveratrol (100 uM) após 30 minutos de hipóxia em 

útero. Símbolos e barras verticais representam a média e S.D.M., respectivamente. 

One-way e teste t ***p < 0,001; ****p < 0.0001 (Hipoxia controle vs. Hipoxia 10, 20, 30 

min / EC50), ###p < 0,001, ####p < 0.0001 (Hipoxia vs. Hipoxia + Resveratrol) (n = 6). 

 

 

4.2.3 COMPARAÇÃO DOS EFEITOS DO TEMPOL E RESVERATROL EM 

ÚTERO ISOLADO DE CAMUNDONGO SOB HIPÓXIA 

 

 Realizou-se uma comparação entre os efeitos regenerativos do 

resveratrol (contração = 51,18 ± 4,50 %) e tempol (contração = 19,73 ± 0,80 %) 

(n = 6), observou-se que o efeito do resveratrol foi de 3 vezes melhor quando 

se comparam os valores médios do tônus contrátil do dois antioxidantes. Sendo 

o resveratrol em níveis funcionais mais potente e eficaz (Figura 12). 
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Figura 12: Comparação dos efeitos do resveratrol (100 uM) e tempol (100 uM) após 30 

minutos de hipoxia em útero. Símbolos e barras verticais representam a média e 

S.D.M., respectivamente. One-way e teste t **** p <0,0001 (Hypoxial vs. hipóxia + 

resveratrol vs hipóxia + tempol), ### p <0,05 (Hipóxia vs. Hipóxia + Tempol) (n = 6). 
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4.2.4  AVALIAÇÃO DO ENVOLVIMENTO DOS CANAIS PARA POTÁSSIO NO 

MECANISMO DE AÇÃO DO RESVERATROL EM ÚTERO ISOLADO SOB 

HIPÓXIA 

 

 Em útero de camundongos fêmeas, o efeito de resveratrol 

(contração = 51,18 ± 4,50 %) foi atenuada após a incubação do tecido com 

TEA + (contração = 21,25 ± 1,90 %) (10 mM), nessa concentração, um 

bloqueador não seletivo para os canais para potássio (n = 6) (Figura 13). 

 O efeito do resveratrol não demosntrou melhoras significativas quando 

os canais para potássio encontram-se bloqueados. 
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Figura 13: Avaliação do efeito de resveratrol na presença de TEA+ (10mM) em útero 

em modelos de hipóxia. Símbolos e barras verticais representam a média e S.D.M., 

respectivamente. One-way ANOVA seguido por teste de Bonferroni e test t, *** p< 

0.001 (Hipoxia vs. Hipoxia + Resveratrol + TEA), ### p< 0.001 (Hipoxia + Resveratrol 

vs. Hipoxia + Resveratrol + TEA)     (n = 6). 

 

4.2.5 AVALIAÇÃO DO ENVOLVIMENTO DOS CANAIS PARA CÁLCIO NO 

MECANISMO DE AÇÃO DO RESVERATROL EM ÚTERO ISOLADO SOB 

HIPÓXIA 

  

 Em útero de camundongos fêmeas, o efeito de resveratrol 

(contração = 51,18 ± 4,50 %) foi praticamente abolido após a incubação do 

tecido com nifedipino (contração = 4,46 ± 1,40 %) (n = 6), um bloqueador não 

seletivo para os canais de cálcio (Figura 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Avaliação do efeito de resveratrol na presença de nifedipino em útero 

isolado de camundongo em modelos de hipóxia. Símbolos e barras verticais 
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representam a média e S.D.M., respectivamente. One-way ANOVA seguido por teste 

de Bonferroni *** p <0,0001 (Hipóxia +R100 vs. Hipóxia +R100+ Nifedipino), #### p 

<0,0001 (Hipóxia vs. Hipóxia+R100+ Nifedipino) (n = 6). 

 

 

4.2.6 AVALIAÇÃO DO ENVOLVIMENTO DOS CANAIS PARA POTÁSSIO 

SENSÍVEIS AO ATP (KATPs) NO MECANISMO DE AÇÃO DO RESVERATROL 

EM ÚTERO ISOLADO DE CAMUNDONGOS SOB HIPÓXIA. 

 

Em útero de camundongos fêmeas, foi observado que o efeito contrátil e 

regenerativod do resveratrol (contração = 51,18 ± 4,50 %) foi praticamente 

abolido após a incubação do tecido com glibenclamida, um bloqueador 

específico para os KATPs (contração = 2,24 ± 1,04 %) (n = 6) (Figura 15). 
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Figura 15: Avaliação do efeito de resveratrol na presença de glibenclamida em útero 

isolado de camundongo em modelos de hipóxia. Símbolos e barras verticais 

representam a média e S.D.M., respectivamente. One-way ANOVA seguido por teste 

de Bonferroni *** p <0,0001 (Hipóxia +R100 vs. Hipóxia +R100+ glibenclamida), ## 

p <0,001 (Hipóxia vs. Hipóxia+R100+ Glibenclamida) (n = 6).
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5. DISCUSSÃO 

 

Neste trabalho utilizou-se útero isolado de camundongos fêmeas para 

avaliar os possíveis efeitos tocolíticos do antioxidante resveratrol em tecidos 

tanto em condições normais de oxigenação (normóxia), como em modelos de 

hipóxia, assim como objetivou-se elucidar também o seu possível mecanismo 

de ação. Foi evidenciado farmacologicamente neste trabalho que o polifenol 

resveratrol exerce efeito relaxante em útero isolado de camundongos fêmeas 

em condições normais de oxigenação e que quando se induz hipóxia nesse 

mesmo tecido, nas mesmas condições experimentais, o resveratrol por sua 

vez, apresenta efeito contrátil, regenerativo e protetor frente à hipóxia.  

Avaliou-se a possível participação dos canais para cálcio e potássio, em 

especial os KATPs neste efeito observado, além de fazer uma comparação do 

efeito regenerativo do resveratrol com o efeito do antioxidante bem descrito 

pela literatura, o tempol a fim de avaliar sua potência em regenerar o tônus 

contrátil após 30 minutos de hipóxia. Com bases nos resultados obtidos 

juntamente com experimentos anteriores em útero sob normóxia, fica evidente 

que o resveratrol apresenta efeito tocolítico dual e que este efeito torna-se 

dependente dos níveis de oxigênio do tecido em questão. 

O útero é um órgão miogênico e o tipo de músculo liso nele contido é 

capaz de manter contrações sem sinais do sistema nervoso ou participação 

hormonal nenhuma. Isso não quer dizer que agonistas não venham a ter 

nenhum papel na sua contratilidade; na verdade, eles são moduladores 

potentes da contração (WRAY, 1993). 

Alguns estudos tentam esclarecer quais as células do miométrio 

funcionam como “células de marcapasso” ou mesmo se todas as células 

possuem essa atividade (HOROWITZ et al., 1999), mas muitos estudos ainda 

são necessários para que essa pergunta seja respondida. 

Assim como alguns outros órgãos, o útero é um órgão oco, revestido de 

musculatura lisa bem diferenciada, possuindo três camadas: endométrio, 

miométrio e serosa, ainda em relação ao útero, tem havido um progresso 
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notável para o entendimento da fisiologia e fisiopatologia do útero, o que 

resultou em muitas intervenções importantes que afetam a concepção e 

contracepção, bem como a função menstrual, quadros patológicos como 

câncer do colo do útero, disfunção das contrações no trabalho de parto, 

abortos espontâneos, quadros de pré- eclâmpsia, entre outros. Embora haja 

crescente conscientização da importância potencial da função anormal da 

camada muscular do útero (miométrio), há relativamente poucos estudos sobre 

o papel do miométrio em doenças mais frequentes da reprodução, 

necessitando assim de estudos mais detalhados (AGUILLAR; MITCHELL, 

2010). 

Assim como em úteros não gravídicos, no tocante à gravidez, torna-se 

imprescindível o papel do miométrio. O parto humano é uma sequência 

complexa de eventos que envolve processos coordenados de dilatação cervical 

e contração uterina. Para a maior parte do tempo da gravidez humana, o 

miométrio mantém-se relativamente quiescente, permitindo o desenvolvimento 

do feto. Para o fim da gravidez, existe uma mudança relativamente gradual da 

quiescência miometrial. A transformação do útero muscular de repouso para 

contrátil foi denominado "ativação" e observado toda uma transformação 

quando se compara o útero gravídico com o não gravídico, é demonstrado uma 

grande diferença na histologia da camada muscular, população de receptores, 

expressão de proteínas, entre outros fatores (LYE, 1992).  

A ativação e preparação do útero para o trabalho de parto, faz com que 

esse órgão seja totalmente alterado no tocante ao seu aparelho contrátil. Uma 

vez que o útero entra em trabalho de parto, um processo denominado 

"estimulação" inicia as poderosas contrações coordenadas para expulsão do 

feto. Isto ocorre principalmente devido à ocitocina e aumento da expressão de 

receptores que desencadeiam toda uma via de sinalização contrátil ao se ligar 

com o hormônio em questão, o que o torna um importante hormônio em todo o 

processo contrátil uterino (THEOBOLD, G. W., et al., 1969). 

 A dismenorreia, por exemplo, é uma síndrome caracterizada por um ou 

mais sintomas que se manifestam no período pré ou intramenstrual. É um 

processo fisiológico que apresenta quadros dolorosos. A dor geralmente é mais 
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intensa no primeiro dia da menstruação e, em mais de 50% dos casos, é 

acompanhada por outros sintomas como náuseas, vômitos, palidez, cefaleia, 

diarreia, vertigem e desmaio (FONSECA, 2000). Essa contração exagerada 

que culmina na dor, promove a redução do fluxo vascular uterino, causando 

hipóxia e isquemia, aumentando ainda mais o quadro doloroso (BORTOLETO, 

1995).  

Acredita-se que cerca de 50% a 90% das mulheres apresentem cólica 

uterina em algum momento de suas vidas, sendo que 10% das pacientes 

tornam-se incapazes de desenvolver suas atividades habituais em decorrência 

da dor (MOTTA, 2000).  

Dados como os citados anteriormente tornam-se muito importantes e 

devem ser bem analisados, visto que fármacos utilizados como relaxante 

muscular uterino podem prevenir e/ou aliviar tais dores e desconfortos sendo 

úteis na terapêutica. O alívio observado por mulheres que utilizam fármacos 

que agem na musculatura lisa uterina pode ser atribuído ao efeito do mesmo 

agir em algum ou todos os aspectos que formam a contração: tônus, amplitude 

e/ou frequência (MOTTA, 2007), ou seja, um fármaco pode tanto aliviar cólicas 

uterinas por diminuir a frequência e amplitude das contrações assim como 

induzir relaxamento no tônus muscular como um todo. Desta maneira torna-se 

de extrema importância de analisar o efeito de determinadas substancias na 

frequência, amplitude e tônus contrátil isoladamente. 

Inicialmente trabalhou-se para responder se o resveratrol teria efeito 

relaxante em útero isolado de camundongos e se esse efeito seria relevante 

em condições normais de oxigenação. Para tanto, primeiramente observou-se 

o efeito do resveratrol frente às contrações fásicas observadas no tônus 

espontâneo uterino, livre da influência contrátil de qualquer ferramenta 

farmacológica, sendo observado assim apenas o tônus espontâneo contrátil. 

Foi observado que o resveratrol nas concentrações de 1, 3, 10, 30 e 

100µM relaxou o útero isolado de camundongos bem como diminuiu a 

amplitude e frequência das contrações uterinas espontâneas de maneira 

significante e dependente de concentração (Figura 3A, 3B e 3C). Fato que nos 

leva a concluir parcialmente que o resveratrol tem efeito potente e eficaz frente 
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às contrações fásicas uterinas espontâneas, observou-se também que o 

resveratrol mostrou-se mais potente em diminuir a frequência uterina. Esses 

dados foram confirmados quando se comparou os valores das médias dos 

resultados obtidos. Logo, num quadro de dor provocado por exarcebação de 

tônus, frequência ou amplitude contrátil, ao administrar o resveratrol como 

fármaco de escolha, provavelmente seria observado alivio com a melhoria do 

quadro doloroso. 

A ocitocina é um pequeno hormônio peptídeo com vários locais de ação 

no corpo humano. Ela regula um grande número de processos relacionados 

com a reprodução de todas as espécies. Existem diversos estudos sobre sua 

capacidade para estimular a contractilidade uterina. Isto é conseguido por 

múltiplos mecanismos que envolvem a liberação de Ca2+ do retículo 

sarcoplasmático tanto em útero gravídico como não gravídico (SHMYGOL, A., 

et. al., 2006).  

O receptor da ocitocina pertence à família dos receptores acoplados à 

proteína G e que se distribuem de maneiras distintas de acordo com a fase 

estral uterina. Depois de ligada ao seu receptor, haverá uma ativação da 

fosfolipase-C por acoplamento a Gq / G11 com consequente produção de 

segundos mensageiros e por fim, contração muscular lisa (KU, C. Y., et. al., 

1995). Para confirmar ou descartar a hipótese de que o resveratrol estaria 

agindo em nível de receptores de ocitocina, receptores esses, responsáveis 

majoritariamente pelas cascatas de transdução de sinal em útero no tocante às 

contrações, decidiu-se caracterizar o bloqueio exercido pelo polifenol frente às 

curvas concentração resposta cumulativas induzidas por ocitocina.  

Foi observado um desvio das curvas para direita, de forma não paralela 

e com redução do Emax (Figura 5), sugerindo um antagonismo do tipo não 

competitivo, que foi confirmado pelo valor de “slope” do gráfico de Schild o qual 

diferiu significativamente da unidade, concluindo que resveratrol não está 

agindo em nível de receptores de ocitocina de maneira direta para promover 

seu efeito tocolítico, mas que de alguma maneira o resveratrol interfere na 

ligação da ocitocina ao seu receptor correspondente, o que atrapalha a eficácia 

da contração observada na presença do polifenol estudado. 
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Tendo em vista que os mecanismos envolvidos na manutenção da fase 

tônica da contração são diferentes em relação aos da fase fásica e que o útero 

por esta razão é um órgão bifásico, ou seja, apresenta contrações com os dois 

componentes: fásico e tônico (ABDELLATIF, 1989; HONDA; TAKANO; 

KAMIYA, 1996), resolveu-se então verificar se o resveratrol além de relaxar as 

contrações espontâneas fásicas, promoveria também o relaxamento do útero 

pré-contraído com ocitocina, promovendo assim efeito relaxante sobre o 

componente tônico. 

Resveratrol (1 – 130 µM) relaxou de maneira significante e dependente 

de concentração o útero pré-contraído por ocitocina (CE50 = 15,38 ± 0,66), 

apresentando efeito significativo para tônus, amplitude e frequência (n = 6) 

(Gráfico 7A, 7B e 7C respectivamente). No entanto, resveratrol mostrou-se 

cerca de aproximadamente 8 vezes mais potente em diminuir a frequência das 

contrações uterinas (CE50 = 5,72 ± 1,92) quando comparado com o seu efeito 

sob a amplitude das mesmas (CE50 = 46,14 ± 1,13). Caso o resveratrol fosse 

utilizado na terapêutica para alivio de dores causadas por contrações 

exacerbadas, o efeito sería provocado pela diminuição da frequência das 

contrações e não pela amplitude. Observou-se também que para o 

relaxamento total do útero, neste caso, utilizou-se uma concentração a mais de 

resveratrol (130 µM) quando comparado aos resultados em tônus espontâneo. 

Esse fato é explicado por nesse tipo de experimento o útero se encontrar pre-

contraído com ocitocina, o que dificulta o relaxamento muscular. Com estas 

condições pode-se mimetizar quadros patológicos de descontroles contráteis. 

Assim, tendo em vista os resultados preliminares, pode-se até então 

concluir que em útero isolado de camundongos em condições normais de 

oxigenação, o resveratrol possui efeito relaxante significativo e dependente de 

concentração, apresentando este efeito tanto no tônus como na frequência e 

na amplitude das contrações uterinas avaliadas e que esse efeito é observado 

no tônus espontâneo fásico e sob contrações tônicas induzidas. 

O íon Ca2+ é o principal sinal responsável pela ativação da contração do 

músculo liso (NEERING; MORGAN, 1980; MORGAN; MORGAN, 1982) sendo 

responsável também por desencadear uma variedade de processos celulares 
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nos neurônios, músculos e muitas células não excitáveis tendo como umas das 

suas funções, a sinalização celular (BERRIDGE; DUPONT, 1995; BERRIDGE, 

1997; BERRIDGE; BOOTMAN; LIPP, 1998, BERRIDGE; LIPP; BOOTMAN, 

2000; BOOTMAN; LIPP; BERRIDGE, 2001).  

A contração do músculo liso é iniciada principalmente pelo aumento da 

[Ca2+]c, e pode ser alcançada tanto via despolarização de membrana, levando 

ao aumento da [Ca2+]c através dos canais para cálcio dependentes de voltagem 

(CaV), como pela ligação do agonista a um receptor, que pode ser 

independente do potencial de membrana (SOMLYO; SOMLYO, 2003), 

originalmente designados por acoplamentos eletromecânico e fármaco 

mecânico, respectivamente (SOMLYO; SOMLYO, 1968). Agonistas como a 

ocitocina ligam-se a receptores acoplados à proteína G (GPCRs) e ativam a 

cascata de fosfoinositídios, usualmente através da produção de IP3 (1,3,5 

trisfosfato de fosfatidil inositol) mediada pelas proteínas Gq e G11, 

estimulando, assim a liberação de Ca2+ do retículo sarcoplasmático (RS) 

(FUKATA; AMANO; KAIBUCHI, 2001). Os agonistas contráteis podem também 

elevar a [Ca2+]c através de receptores de rianodina e estimular a entrada de 

Ca2+ através dos múltiplos tipos de canais presentes no retículo 

sarcoplasmático  (McFADZEAN; GIBSON, 2002). 

 A principal porta de entrada para o Ca2+ que vem do meio extracelular 

são os canais de cálcio dependentes de voltagem (CaV) (CATTERRALL, 2000), 

os quais estão presentes na membrana celular da maioria das células 

excitáveis (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2007). Os CaV são canais iônicos 

proteicos formados por 4 ou 5 subunidades distintas: a subunidade α1, que é a 

maior delas e constitui o poro do canal, além de possuir o sensor de voltagem 

que controla sua abertura; a subunidade α2 que está ligada a subunidade  e a 

subunidade β que é intracelular (CATTERALL et al., 2005) 

Vários agentes contráteis causam uma resposta contrátil bifásica no 

músculo liso, em especial no útero, consistindo em uma contração inicial 

transiente – componente fásico, seguido por uma contração sustentada – 

componente tônico, que se desenvolve lentamente e é mantida durante o 



EFEITO DUAL DO RESVERATROL EM ÚTERO ISOLADO DE CAMUNDONGOS SOB NORMÓXIA E HIPÓXIA   73 
 

Juliana da Nóbrega Carreiro   

período de exposição principalmente pelo influxo do Ca2+ pelos CaV (VAN 

BREEMEN; BOLTON, 1979).  

 É descrito que os mecanismos envolvidos na manutenção da fase 

tônica da contração são diferentes dos mecanismos envolvidos na fase fásica 

(ABDELLATIF, 1989; KOBAYASHI et al., 1989; HONDA; TAKANO; KAMIYA, 

1996), tendo a abertura dos Cav, um passo comum das duas vias. Fato esse 

que torna importante a avaliação do efeito do resveratrol nas duas condições 

contráteis. 

Sabendo que o resveratrol promoveu efeito relaxante tanto frente o 

componente fásico como tônico, pode-se inferir que o mesmo provavelmente 

esteja agindo em útero isolado de camundongo em condições normais de 

oxigenação, por meio do bloqueio dos Cav levando o tecido assim ao 

relaxamento muscular. Todavia, outros experimentos são necessários para a 

confirmação dessa hipótese.  

É descrito na literatura os efeitos da hipóxia em diversos músculos e 

órgãos, como útero e coração, esses efeitos acarretam muitas vezes um mau 

funcionamento dos mesmos assim como podem influenciar no mecanismo de 

ação de muitos fármacos utilizados na terapêutica em casos de doenças 

(EINSNER, D. A., et. al., 1989).  

Sabe-se que a hipóxia causa redução do tônus, da amplitude e da 

frequência das contrações uterinas, devido a uma diminuição da circulação 

sanguínea e prejudicando assim o funcionamento de toda maquinaria contrátil. 

Essas alterações podem culminar em problemas relacionados à distribuição 

inadequada de oxigênio em todo o tecido e posteriormente causar danos 

irreversíveis (WRAY, 1993). Diante destas informações sobre hipóxia fez- se 

necessária uma triagem prévia para analisar a resposta do tecido estudado à 

exposição à hipóxia. Analisou-se essas respostas frente aos tempos de 10, 20, 

30 e 45 minutos e foi evidenciado que os experimentos seriam realizados com 

o tempo padrão de 30 minutos, pois com esse tempo os efeitos das hipóxia 

podiam ser bem observados e o tecido permanecia funcional. 
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A visível perda de tônus, amplitude e frequência uterinas em condições 

de hipóxia e essa perda pode ser explicada por desregulações nos níveis de 

ATP, fosfato e variações de pH que são observadas durantes os experimentos. 

A hipóxia pode agravar o quadro de muitas doenças uterinas, como: câncer de 

colo de útero, ovário, cólicas menstruais e pode também complicar e dificultar o 

trabalho de parto normal, levando muitas mulheres a optarem por uma 

intervenção cirúrgica para induzir o parto por não terem contrações 

suficientemente fortes para que o mesmo ocorra de maneira natural 

(ZUI, R., 2013).  

O maior problema em casos de hipóxia uterina é a deficiente 

suplementação do oxigênio no tecido como um todo e em casos de gravidez, 

esse fato pode prejudicar e/ou levar o feto à óbito e em casos de útero não 

gravídico, pode causar fortes dores (JANG, M., 1997).  

Sabendo dessa informação, passou-se a investigar o efeito do 

resveratrol em útero isolado de camundongos em modelos de hipóxia, visto 

que o resveratrol é um potente antioxidante utilizado na terapêutica devido a 

suas inúmeras atividades biológicas já comprovadas cientificamente.  

O resveratrol tem atividade antioxidante, sendo utilizados em várias 

dietas suplementares, pode também atuar de modo similar ao estrogênio e 

substituir parcialmente este hormônio nos tratamentos pós-menopausa, 

relacionando-o ainda mais com o aparelho reprodutor feminino (ARICHI, H., et. 

al., 1982;  FRÉMONT, L., 2000; JANG, M., 1997; PINTO, M. et. al., 1999). 

Dessa forma, primeiramente resolveu-se investigar se o resveratrol 

possui efeito regenerativo do tônus uterino após a exposição do tecido a 30 

minutos de hipóxia. Ao adicionar o resveratrol na concentração de 100 µM, o 

útero voltava a funcionar (Figura 9) retomando cerca de 50% da força contrátil 

que havia perdido devido às lesões e danos causados pela hipóxia. Levando a 

concluir parcialmente que o resveratrol possui efeito regenerativo potente e 

estatisticamente significante, fazendo o útero retomar o seu funcionamento, 

mecanismo esse provavelmente diferente do mecanismo de ação relaxante do 

resveratrol em útero em condições normais de oxigenação. Observou-se efeito 

relaxante em útero em condições normais de oxigenação e efeito contrátil 
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quando o útero se encontrava em meio a hipóxia, ou seja, efeito dual em útero 

isolado de camundongo. 

Após avaliar o efeito regenerativo do resveratrol após 30 minutos de 

hipóxia em útero isolado de camundongos, investigou-se também se o 

resveratrol teria também um efeito protetor no mesmo tecido estudado. E foi 

evidenciado nos experimentos que ao adicionar o resveratrol na mesma 

concentração utilizada em experimentos prévios (100 µM) e posteriormente 

induzir hipóxia por 30 minutos na presença do polifenol, o resveratrol foi capaz 

de proteger o útero contra os efeitos lesivos da hipóxia, tornando o tecido mais 

resistente quando comparado ao controle (Figura 12).  

Na ausência do resveratrol, o útero em condições de hipóxia, perde 

cerca de 75% da força contrátil nos 10 primeiro minutos de hipóxia, enquanto 

que na presença do antioxidante com o mesmo tempo teste, o útero perde 

apenas 25% da sua forças (Figura 11). Esses dados foram observados nos 

tempos de 0, 10, 20 e 30 minutos (tempos teste analisados em experimentos 

de triagem prévia) de hipóxia na presença e ausência do resveratrol e 

estatisticamente se mostraram relevantes e com o efeito dependente de 

concentração, levando-nos a confirmar que além de regenerativo, o resveratrol 

também possui efeito protetor significativo em útero contra o mau 

funcionamento contrátil causado pela hipóxia. Este fato suporta a idéia de que 

um vez utilizado na terapêutica em processos patológicos uterinos que 

envolvam hipóxia, como por exemplo, câncer de colo de útero, o resveratrol 

pode apresentar tanto efeito paliativo como profilático. 

Com o objetivo de elucidar um pouco mais o mecanismo de ação do 

resveratrol na hipóxia, avaliou-se e comparou-se o efeito regenerativo do 

resveratrol com o efeito observado do tempol, que é um antioxidante mimético 

da superóxido dismutase (SOD) e desta forma fazer uma breve comparação 

entre os dois efeitos dos antioxidantes utilizados para assim avaliar o quanto 

seria potente o efeito do resveratrol e dessa forma darmos continuidade aos 

nossos estudos. 

O efeito do resveratrol (100 µM) mostrou-se mais potente quando 

comparado ao tempol aproximadamente 3 vezes, dados estes evidentes 
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quando comparamos os valores das CE50. Ficou evidenciado que 

provavelmente o mecanismo de ação do resveratrol em promover o efeito 

regenerativo em útero na condição de hipóxia é diferente do mecanismo de 

ação do tempol nesse órgão nas mesmas condições em nível funcional 

(Figura 12), no entanto mais experimentos são necessários para comparar o 

mecanismo de ação do resveratrol com o tempol, relacionando sua atividade 

antioxidante e musculatura uterina em condições de hipóxia. 

Muitos canais para potássio têm sido descritos nas células musculares 

lisas incluindo aqueles modulados por ATP, Ca2+, O2 e voltagem (TAGGART, 

M. J., 1997). Qualquer efeito de hipóxia sobre a musculatura lisa uterina e 

consequentemente sobre estes canais afetará o potencial de repouso da 

membrana e é portanto, susceptível de afetar a força e frequência das 

contrações. (TAGGART, M. J., 1996).  

Os canais para K+ são reguladores fundamentais da excitabilidade 

celular. Eles estão envolvidos em várias funções fisiológicas, tais como, 

potencial de membrana celular e secreção de hormônios e de 

neurotransmissores. Sua atividade pode ser regulada por voltagem, Ca2+ ou 

por neurotransmissores e consequentemente as vias de sinalização que eles 

estimulam (ALEXANDER, S. P. H., et. al., 2007). Esses fatos tornam os canais 

de potássio um alvo importante a ser investigado no mecanismo de ação de 

muitas drogas em experimentos que possuem o músculo liso como alvo 

específico do seu estudo, como por exemplo o resveratrol.  

O resveratrol, em experimentos utilizando TEA+ (10 mM), nessa 

concentração, bloqueador não específico dos canais para potássio, em 

modelos de hipóxia mostrou que, os canais de potássio provavelmente estão 

envolvidos no seu mecanismo de ação em regenerar o músculo uterino, pois 

na presença do bloqueador o efeito regenerativo do resveratrol mostrou-se 

estatisticamente diminuído. Dessa maneira pode-se inferir que provavelmente, 

em condições de hipóxia o resveratrol promove efeito regenerativo contrátil por 

bloquear os canais para potássio, processo inverso ao que se observa no 

mecanismo de ação do resveratrol em útero em normóxia em experimentos 

realizados por R. NOVAKOVIC, et al., 2013 (Figura 13).  
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Mudanças nos níveis de cálcio citosólico também podem acontecer 

durante o processo de hipóxia, devido principalmente a um bloqueio dos Cav 

que ocorre em resposta a uma queda e acidificação consequente do meio, que 

leva o tecido a tornar-se mais ácido (HEATON, R. C., et. al., 1993). 

É bem descrito na literatura que a principal porta de entrada para o Ca2+ 

que vem do meio extracelular são os canais de cálcio dependentes de 

voltagem (CaV) (CATTERRALL, 2000), os quais estão presentes na membrana 

celular da maioria das células excitáveis (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 

2007). Assim, passamos a analisar uma possível participação dos canais para 

cálcio dependentes de voltagem no efeito regenerativo contrátil do resveratol.  

Nestes experimentos, nos quais foi utilizado nifedipino como bloqueador 

dos CaV, observou-se que na presença do bloqueador, o efeito do resveratrol 

foi significantemente diminuído quando comparado aos dados obtidos na 

ausência do polifenol. Ao analisar os valores numéricos tratados 

estatisticamente, pode-se concluir que o efeito do resveratrol (contração% = 

51,18 ± 4,5) foi praticamente abolido após a incubação do tecido com nifedipino 

(contração% = 4,46 ± 1,4) (Figura 14).  

Esses dados corroboram com a hipótese de que os canais para cálcio 

provavelmente estão envolvidos no efeito regenerativo promovido pelo 

resveratrol em útero isolado de camundongos em modelo de hipóxia, ou seja, 

nestas condições o resveratrol promove efeito regenerativo e contrátil por ativar 

canais para cálcio. 

A atividade e distribuição de canais iônicos depende não apenas da 

musculatura lisa em questão, mas do estado de desenvolvimento do tecido, no 

caso do útero é levado em consideração se o mesmo está em período 

gestacional ou não (KHAN, SMITH, MORRISON & ASHFORD, 1993; WEIR & 

ARCHER, 1995; URENA, FRANCO-OBREGON & LOPEZ-BARNEO, 1996). 

 Tais diferenças podem também explicar grande parte da diversidade 

encontrada entre os músculos lisos. Qualquer efeito de hipóxia sobre estes 

canais afetará o potencial de repouso da membrana e é portanto, susceptível 

de afetar a força e frequência das contrações, o que torna de extrema 

importância a observação e estudo tanto do tônus, frequência como amplitude 
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das mesmas. Um ponto geral a considerar é que muitos canais de iônicos 

requerem um nível basal de fosforilação para serem ativados, e, portanto, uma 

diminuição em ATP pode reduzir o fluxo de corrente (TEWARI & SIMARD, 

1994; HILGEMANN, 1997), embora alguns canais de K+ não sejam ativados 

por fosforilação (KLOCKNER & ISENBERG, 1985)). 

Os KATPs estão presentes em músculo liso e têm sido propostos como 

uma ligação importante entre o metabolismo celular e atividade elétrica, e em 

particular, faz parte do mecanismo subjacente à dilatação de arteríolas 

coronárias e cerebrais durante a hipóxia. Relatos mostram que os KATPs 

representam os subtipos de canais para potássio com participação mais 

significativa nos efeitos causados pela hipóxia (STANDEN, QUAYLE, DAVIES, 

BRAYDEN, HUANG & NELSON, 1989; DAUT, MAIER-RUDOLPH, VON 

BECKERATH, MEHRKE, GUNTHER & GOEDEL- MEINEN, 1990; DART & 

STANDEN, 1995; TAGUCHI et al., 1997). Na hipóxia, a queda dos níveis de 

ATP e o aumento nos níveis de ADP acontece junto com uma diminuição do 

pH intracelular, esses efeitos conduzem à abertura do canal e hiperpolarização 

da célula muscular lisa. Isto irá resultar em relaxamento da musculatura em 

questão (ZHANG & BOLTON, 1996), ainda assim o papel dos KATPs em hipóxia 

uterina permanece com muitos questionamentos e precisa de muitos outros 

estudos e esclarecimentos. 

Sabendo da importância dos níveis de ATP e canais iônicos na 

musculatura lisa em hipóxia, passamos a analisar a possível participação do 

canais para potássio sensíveis ao ATP no efeito do resveratrol em úteros em 

modelos de hipóxia.  

Para avaliar a possível participação dos KATPs no efeito regenerativo do 

resveratrol em úteros em modelos de hipóxia, utilizou-se glibenclamida, um 

bloqueador específico desses canais citados.  

 Observou-se que na presença do bloqueador, o efeito regenerativo do 

resveratrol, mostrado por percentagem de contração foi diminuído 

significativamente. Na ausência do bloqueador o efeito do resveratrol 

(% contração = 51,18 ± 4,50) mostrou-se cerca de aproximadamente 23 vezes 

maior do que na presença do mesmo (% contração = 2,24 ± 1,40) (Figura 15), 
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ou seja, quando os canais para potássio sensíveis ao ATP estão bloqueados, o 

efeito do resveratrol é praticamente abolido, fato que nos leva a concluir que 

provavelmente esses canais estão envolvidos no efeito regenerativo e contrátil 

do polifenol em útero isolado de camundongos em modelo de hipóxia. Em 

suma, o resveratrol em útero isolado de camundongo em modelos de hipóxia, 

induz efeito regenerativo e contrátil por possivelmente bloquear canais para 

potássio sensíveis ao ATP. 

 Com base nos achados deste trabalho, pode-se inferir que o resveratrol 

possui efeito dual em útero isolado de camundongo e que o efeito observado 

depende totalmente das condições de oxigenação oferecida ao tecido. 

 Resveratrol possui efeito relaxante em útero em condições normais de 

oxigenação tanto frente às contrações fásicas como sobre o componente tônico 

da contração uterina. Esse efeito relaxante é observado tanto nas frequências 

como na amplitude e tônus das contrações. 

 Resveratrol, em modelos de hipóxia uterina apresentou efeito contrátil, 

protetor e regenerativo. Observou-se também que o efeito regenerativo do 

resveratrol é mais potente e significativo que o do tempol e que esse efeito é 

explicado pela ativação de canais para cálcio e bloqueio dos canais de 

potássio, mais especificamente os KATPs. 

 Estes resultados são as bases iniciais para novos estudos com 

resveratrol, para que futuramente seja estabelecida uma utilização clínica, 

segura e eficaz, desta droga. Ele permite ainda que novos ensaios sejam 

projetados visando aprofundar suas características farmacológicas, uma vez 

que este composto mostrou-se seguro e eficaz e, testes humanos no tocante ä 

sua toxicidade e doses e/ou concentrações testadas, tornando-se futuramente 

uma ferramenta terapêutica eficaz no auxílio de muitos tratamentos de doenças 

que acometam o sistema reprodutor feminino, como por exemplo, câncer de 

colo de útero. 
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6. CONCLUSÃO   
  

O conjunto de resultados obtidos neste trabalho nos permite concluir que 

o resveratrol: 

 

Em normóxia: 

 

 Possui efeito relaxante frente às contrações fásicas e espontâneas em 

útero isolado de camundongo; 

 Antagoniza de maneira não competitiva os receptores de ocitocina para 

promover efeito tocolítico; 

 Induz relaxamento em útero pré contraído com ocitocina; 

 Mostrou efeito relaxante no tocante à frequência, amplitude e tônus  

 

 

Sob hipóxia: 

 

 Possui efeito contrátil e regenerativo em útero isolado de camundongos; 

 Protege o útero contra as lesões causadas pela hipóxia; 

 Tem o efeito regenerativo mais potente que o antioxidante tempol; 

 Apresentou a participação dos canais de potássio, bloqueando-os no 

seu mecanismo contrátil observado em útero em hipóxia; 

 Possui o envolvimentos dos CAv no seu mecanismo contrátil em útero 

em modelo de hipóxia, ativando-os; 

 Induz efeito contrátil e regenerativo em útero em hipóxia por 

provavelmente bloquear os KATPs.
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ANEXO I 

 

 

ANIMAL RESEARCH 
AUTHORITY 

 

Issued on the recommendation of The University of Newcastle Animal Care and Ethics 

Committee. 

 

To: Professor Dirk Van Helden (Chief Investigator)  

Other Investigators: Dr Abula Yusufujiang, Associate Professor Derek Laver, Associate 

Professor Liz Milward, Associate Professor Eugene Nalivaiko, Mr 

Ye Win Oo, Doctor Phil Jobling, Mr Paul Johnson, Mr Peter Dosen, 

Mr Daniel Johnstone, Doctor Karen Kerr, Doctor Mohammad 

Imtiaz, Professor Hikaru Hashitani, Mr Owen Hamill, Mr Yury 

Nikolaev, Mr Karl Crosby, Dr Kalana Maduwage, Miss Ayumi 

Kamiya, Professor Andrew Boyle, Doctor Rebecca Lim, Mr Mark 

Gradwell, Miss Livia Petiz, Miss Brianna Coulter, Ms Juliana da 

Nobrega Carreiro, Mr Dan Johnstone, Doctor Jay Horvat, Miss 

Kristy Martin, Mr Samuel Kelsey, Mr Md Khadem Ali, Mr Ali 

Shahandeh, Doctor Thomas Wellings, Maurilio da Silva Morrone, 

Nauana Somensi, Mr Jason Woods, Miss Ritambhara Aryal,  

Address:  School of Biomedical Sciences and Pharmacy 

 

 

The persons named above are authorised by the University of Newcastle (an accredited 

research establishment) to conduct the following research: 

 

Title:  Cellular mechanisms involved in control of body organs including 

blood and lymphatic vessels 

Number:  A-2009-153 

Project Summary:  The research aims are to advance knowledge on lymphatic, 
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cardiac, skeletal and brain disorders using guinea pigs, mice, rats 

and/or toads. 

Safety Reference No:   

 

 

As approved by the University of Newcastle Animal Care and Ethics Committee, under whose 

supervision the above persons are authorised to carry out animal research. 

Conditions to which the authority is subject: 

Type Review/Meeting Date Decision Provisions 

 

No specific conditions apply 

Dates between which the authority remains in force: From 01-Jul-2015 to 30-Jun-2016 

Designated land in or on which the business of animal research is to be carried out: 

Designated accredited lands, or field locations, as outlined in the Initial application. 

Animals approved under this Authority: 

Species and Strain Group 

Name 

Sex / 

Reprodu

ctive 

Status 

Num

ber 

Hous

ing 

Locat

ion 

Comm

ents 

Mouse~Lab~1~MS~Mouse~Balb/c-

Fox1nu~Unknown~Fox1nu~Mus musculus  

01  Either  30  MSB 

Anim

al 

Facilit

y  

  

Mouse~Lab~1~N~Mouse~Unspecified~~~Mus 

musculus  

01  Either  1630  Medic

al 

Scien

ces 

Buildi

ng 

(MSB

)  

  

Mouse~Lab~1~N~Mouse~Unspecified~~~Mus 

musculus  

02  Female-

Pregnant

  

10  Medic

al 

Scien

ces 

Buildi

ng 

(MSB

)  
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Mouse~Lab~1~GM~Mouse~AKR~HFE~HFE 

KO~Mus musculus  

01  Either  40  MSB 

Anim

al 

Facilit

y  

  

Mouse~Lab~1~N~Mouse~AKR~~~Mus musculus  01  Either  40  MSB 

Anim

al 

Facilit

y  

  

Mammal~Lab~3~N~Guinea 

Pig~Unspecified~~~Cavia porcellus  

01  Either  120  MSB 

Anim

al 

Facilit

y  

  

Rat~Lab~2~N~Rat~Unspecified~~~Rattus 

norvegicus  

01  Either  680  MSB 

Anim

al 

Facilit

y  

  

Amphibian~Feral~24~N~Amphibian~Cane 

Toad~~~Bufo marinus  

01  Either  240  Medic

al 

Scien

ces 

Buildi

ng 

(MSB

)  

  

Mouse~Lab~1~GM~Mouse~AKR~Tfr2~Tfr2~Mus 

musculus  

01  Either  40  MSB 

Anim

al 

Facilit

y  

  

Mouse~Lab~1~GM~Mouse~AKR~HFExTfr2~HFE

xTfr2~Mus musculus  

01  Either  40  MSB 

Anim

al 

Facilit

y  

  

Mouse~Lab~1~MS~Mouse~C57BL/6~NOD~NOD/

LtJ~Mus musculus  

01  Either  40  Medic

al 

Scien

ces 

Buildi

ng 

(MSB

)  

  

Mouse~Lab~1~MS~Mouse~C57BL/6~W/Wv~WBB 01  Either  40  Medic   
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6F1/J-KitW/KitW-V/J~Mus musculus  al 

Scien

ces 

Buildi

ng 

(MSB

)  

Mouse~Lab~1~GM~Mouse~C57BL/6~Pdgfra-

GFP~B6.129S4-Pdgfra_tm11(EGFP)Sor/J KI~Mus 

musculus  

01  Either  40  Medic

al 

Scien

ces 

Buildi

ng 

(MSB

)  

  

Mouse~Lab~1~GM~Mouse~B6C3~Dementia~Tg(

APPswe/PSEN1dE9)~Mus musculus  

Deme

ntia  

Either  40  Medic

al 

Scien

ces 

Buildi

ng 

(MSB

)  

  

Mouse~Lab~1~GM~Mouse~C57BL/6~K3~Tg(Thy

1-MAPT*K369I)K3Gotz~Mus musculus  

K3  Either  40  Medic

al 

Scien

ces 

Buildi

ng 

(MSB

)  

  

 

 

Professor Kevin Hall 

Deputy Vice-Chancellor (Research and Innovation) 

 

Date Issued: 22-Oct-2015 

 

Authorised Authority held by Research Services, The University of Newcastle. 
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ANEXO II 
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 ANEXO III 
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ANEXO IV 

 


