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EFEITO DUAL DO RESVERATROL EM UTERO ISOLADO DE
CAMUNDONGOS SOB NORMOXIA E HIPOXIA. CARREIRO, J. N. Tese
apresentada ao Programa De Pés-Graduagdo em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos. CCS/UFPB. 2016.

RESUMO

O efeito de resveratrol em Gtero isolado de camundongo sob norméxia e hipéxia foi
avaliado neste estudo. O resveratrol (1, 3, 10, 30, 100 uM) relaxou o Utero de
camundongos e diminuiu a amplitude e frequéncia das contraccbes uterinas. O
polifenol (3, 10, 30 uM) inibiu as contracbes induzidas pela ocitocina em
concentra¢des cumulativas no uUtero isolado. As curvas cumulativas foram deslocadas
para a direita de uma forma nado-paralela e com efeito maximo (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 presenca de resveratrol, caracterizando antagonismo ndo competitivo.
Resveratrol exibiu um efeito regenerativo apos hipoxia. Com resveratrol (% contracéo
= 51,18 + 4,5), o Gtero foi cinco vezes mais funcional do que sem (contracdo% = 10,67
+ 1,6). Observou-se que na presenca de resveratrol, ap6és 10 minutos de hipOxia, o
Utero foi apresentou ténus contratil de aproximadamente 75%. Comparou-se o efeito
do resveratrol com tempol e observou-se que o resveratrol (% contracdo = 51,18 + 4,5)
foi trés vezes melhor (% contracdo = 19,73 + 0,8). O efeito do resveratrol (% contragéo
= 51,18 + 4,5) foi atenuado apds incubacdo com o tetraetilaménio (% contracdo =
21,25 + 1,9), indicando que os canais de potassio estdo envolvidos no efeito de
resveratrol na utero hipoxico. O efeito de resveratrol (% contragdo = 51,18 + 4,5) foi
praticamente abolid apds incubagdo com nifedipino (% contracdo = 4,46 + 1,4).
Observou-se a participagdo do KATPs no efeito de resveratrol.

Palavras-chave: utero; Resveratrol; hipOxia; antioxidante; tocolitico; canais de
potassio






EFEITO DUAL DO RESVERATROL EM UTERO ISOLADO DE
CAMUNDONGOS SOB NORMOXIA E HIPOXIA. CARREIRO, J. N. Tese
apresentada ao Programa De Pé6s-Graduagdo em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos. CCS/UFPB. 2016.

ABSTRACT

The effect of resveratrol in normoxic and hypoxic uterine was evaluated in this study.
Resveratrol (1, 3, 10, 30, 100 pM) 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.INTRODUCAO

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% tém sido avaliadas com
respeito as suas caracteristicas bioldgicas e apenas 5% com objetivos
fitoquimicos e/ou farmacolégicos que visam tratar e/ou melhorar quadro
patolégicos que acometem a populagcdo. Buscar produtos naturais ativos para
auxilio no tratamento de doencas negligenciadas ou ndo bem esclarecidas € o
grande objetivo de muitos grupos nacionais e internacionais de pesquisas, em
especial no Brasil devido a grande oferta e variedade de substratos
encontrados na flora, bem como, na fauna brasileira.

A partir dos produtos naturais, moléculas sdo isoladas e testadas com o
intuito de descobrir fins terapéuticos visando uma melhoria no tocante aos
desconfortos, como por exemplo dores, causadas por inUmeras doencas que
afetam a populacdo de uma maneira geral. Assim, essas moléculas podem ser
utilizadas com fins terapéuticos, seja como medicamento curativo, paliativo ou
preventivo (LUNA, 2005).

A relacéo entre produtos naturais e saude é responsavel pelo inicio de
uma nova geracao de terapia, que inclui farmacos derivados de plantas. O uso
da prépria planta ou de suas partes em dietas suplementares ou como
alimentos funcionais, tornou-se uma importante alternativa na busca de uma
vida mais saudavel. Visando contribuir na busca de uma terapia eficaz, de facil
acesso, menor custo e efeitos adversos reduzidos, muitos pesquisadores
apresentam um levantamento de substancias de origem vegetal com
comprovada acédo em alvos utilizados na descoberta de novos farmacos. Nos
altimos 35 anos, dentre os novos farmacos aprovados, cerca de 30% sao
produtos naturais ou derivados destes e muitos tem sido utilizados no alivio
e/ou cura de muitas doencas (NEWMAN & CRAGG 2007).

A pesquisa em produtos naturais no Brasil teve inicio em meados do
século passado e tem sido foco de constantes revisbes, indicando uma

preocupacao com a diversidade a ser pesquisada, a qualidade e objetividade
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dos trabalhos bem como sua divulgacdo no meio cientifico (PUPO; GALLO,
2009). Através de investigacBes por meio de triagem de substancias obtidas de
diversas espécies de plantas ou utilizando substancias isoladas e puras a partir
de métodos de extracdo, isolamento e identificagdo pode-se obter farmacos
usados na terapéutica moderna ou ferramentas farmacoldgicas como: quinina
(antimalarico), pilocarpina  (colinesterasico), sildenafila (vasodilatador),
vincristina (anticancerigeno), penicilinas, cefalosporinas (antibioticos), acido
acetilsalicilico (AAS) e morfina (analgésicos), captopril (anti-hipertensivo),
estatinas (anticolesterolémico) e azidovudina (antiviral) (BARREIRO, 2009).
Dados como esses sO reforcam a importdncia dos estudos com produtos
naturais, estudos esses que podem tanto comprovar 0 uso de determinadas
substancias na medicina popular como descobrir novas drogas e/ou farmacos
gue possam ser utilizados na terapéutica.

Dentre os farmacos oriundos de produtos naturais, encontram-se 0s
polifendis, que formam um grupo heterogéneo de substancias, constituido de
varias classes de compostos, com propriedade antioxidante, presentes em
varios alimentos e bebidas, em especial na uva e em seus derivados. Esses
compostos possuem atividade antioxidante, possuem também propriedades
antibacterianas, antiviral, antihepatotoxica e antialérgica dentre outras
(SHAHIDI; NACZK, 2008; RIZZON & MIELE, 2006). Devido a essas inUmeras
atividades biolégicas podemos encontrar muitos desses compostos sendo
utilizados como medicamentos no alivio e/ou combate de muitas doencas, na
producdo de cosméticos e introduzidos na dieta alimentar de muitas pessoas,
sendo alvos importantes na industria farmacéutica. A grande procura da
humanidade por meios que favorecam uma vida saudavel tem impulsionado as
pesquisas por novas substancias capazes de satisfazer tais necessidades.
Dentre os polifendis, o resveratrol € exemplo e se destaca em pesquisas que
visam melhoria na qualidade de vida dos pacientes a partir de substéancias de
origem natural.

O resveratrol é um farmaco 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 € sintetizado na casca como

Juliana da Nébrega Carreiro



EFEITO DUAL DO RESVERATROL EM UTERO ISOLADO DE CAMUNDONGOS SOB NORMOXIA E HIPOXIA 19

resposta ao stress causado por ataque fungico, dano mecanico ou por
irradiacdo de luz ultravioleta. Os precursores do resveratrol sdo os acidos
cumarico e maldnico, na proporcdo de 1:3 (SOLEAS, et., al, 1997),
provenientes das rotas do acido chiquimico e acido mevalénico.

O resveratrol é sintetizado naturalmente na planta sob duas formas
isdbmeras: trans-resveratrol (trans-3,5,4'-trihidroxiestilbeno) e cis-resveratrol (cis
3,5,4" trihidroxiestilbeno), o isébmero trans-resveratrol € convertido para cis-
resveratrol em presenca da luz visivel, sendo esta forma a mais estavel
(Figura 1).

HO

\OH “0

HO OH OH

Trans-Resveratrol Cis-Resveratrol

Figura 1: Estruturas quimicas dos isbmeros: trans-resveratrol e cis-resveratrol.

O resveratrol possui inUmeras atividades biologicas relatadas na
literatura, tal como atividade antioxidante através da inibicdo da atividade
dioxigenase e lipoxigenase (ARICHI, H., 1982; PINTO, M., 1999). Além disso,
pode atuar de modo similar ao estrogénio e substituir parcialmente este
estrdgeno nos tratamentos pds-menopausa, sendo utilizado em estudos
anteriores como suplemento dietético, fato que revela ainda mais a relacéo
entre o resveratrol e o aparelho reprodutor feminino (RATNA, W. N.;
SIMONELLI J. A., 2002). De acordo com SUBBARAMAIAH et al. (1998), a
atividade antiinflamatoria do resveratrol € explicada pela inibicdo da transcri¢cdo
e atividade da ciclooxigenase (COX-1 e COX-2), inibindo também a sintese de
tromboxinas, portanto atuando como anticoagulante. Nesse estudo citado
anteriormente foi observado que um pré-tratamento de plaguetas com

resveratrol (50 mu g / ml) inibiu a adesdo das mesmas. Resveratrol também
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teve um efeito inibidor sobre a geracdo de malonildialdeido (um marcador da
sintese de tromboxano A2) tiobarbitlirico medido como substancia reativa nas
plaguetas ativadas por trombina. (JANG, M., et., al., 1997; PACE-ASCIAK, et.,
al., 1998; ZBIKOWSKA, H. M., et., al., 1998). Ha relatos de que o resveratrol
atua sobre o cancer em diversas maneiras, uma destas € a inibicdo da cascata
do acido araquidénico,rota metabdlica que pode induzir a génese de tumores
(SUBBARAMAIAH, K., et., al., 1999). Outra via & pela inibicdo da proteina
quinase C (PKC), um mediador chave na promocdo dos tumores, acao que
poderia explicar o seu efeito quimiopreventivo, pois verificou-se que o0
resveratrol inibe a autofosforilacdo de algumas proteinas cinases especificas
de um modo dependente da concentracdo, mas tem efeitos insignificantes
contra reacOes de autofosforilacdo dos membros representativos das isoezimas
da subfamilia da PKC (proteina 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 utero e mama (SCHNEIDER, Y.; et.,
al., 2000).

A maior parte dos estudos até agora examinaram os efeitos de
resveratrol na prevencao de aterosclerose e doenca das artérias coronarias.
Estudos mostraram que o resveratrol (100 uM) tem acdes cardioprotetoras em
coracles isolados de ratos (RAY, P.S., et al., 1999). Grupos tratados com o
resveratrol demonstraram uma diminuigcdo no malonaldeido (MDA) e tamanho
do infarto, possivelmente devido a uma diminuigdo de radicais livres. Estudos
anteriores com coracdes isolados de ratos normotensos sugerem uma
capacidade cardioprotetora do resveratrol contra lesdo de isquemia-reperfuséo
com tratamento tanto crénico como agudo. O resveratrol, reduziu o tamanho da
area afetada com o enfarte, reduzindo a apoptose de cardiomidcitos, e
aumentando a recuperagdo da contractilidade do ventriculo esquerdo (GOH, S.
S., et al.,2007).

Outro fator de relevante importancia € que estudos anteriores avaliaram
a seguranca farmacocinética e o metabolismo do resveratrol e relataram que
suas doses podem ser bem toleradas em seres humanos, mesmo quando

muito elevadas, pois nenhuma evidéncia de teratogénese foi associada com
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este composto (WILLIAMS, L. D., et., al., 2009), o que torna as concentracdes
utilizadas no nosso estudo eficazes e seguras.

Com base em uma pesquisa usando SciFinder® acessada 18 de julho
de 2014, utilizando a estrutura quimica (CAS 501-36-0), foi observado que
existem muitas fontes comerciais e reacdes disponiveis, para se obter o
resveratrol e essas ja foram publicadas. Um grande numero de patentes foi
registrado e estd relacionado com os efeitos do mesmo em aplicacdes
terapéuticas, cosméticos e em produtos nutracéuticos (DJOKO B. et., al,
2007). O investimento da industria nutracéutica tem sido intenso. Muitos
suplementos dietéticos contendo resveratrol como um componente Unico ou
em combinagdo com outros ingredientes estdo no mercado (EUN -JUNG P.,
2015).

Logo, o fato do resveratrol ser um potente antioxidante de origem
natural, com muitas atividades bioldgicas 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
avaliacdo de novas propriedades assim como a descobertas dos mecanismos
de acdo pelos quais o polifenol age em tais atividades ja relatadas ou em
outras a serem descobertas.

Outros estudos, ainda a respeito das atividades bioldgicas e terapéuticas
sobre o resveratrol, destacaram a relacdo sua atividade antioxidade,
vasorelaxante e anticancerigena em ovario. Nesses estudos foi observado que
o resveratrol atua no fator de crescimento celular que é alvo quimioterapico no
tratamento de cancer, retardando o crescimento celular de células
cancerigenas PA-1 de ovario humano, além de ativar as caspases 9 e 7
induzindo apoptoses nessas ceélulas (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 acdo e efeitos em (tero ainda se apresentam pouco
esclarecidos, mesmo diante do fato de relatos da existéncia de muitas
mulheres que sofrem por problemas uterinos, desde a um cancer de colo até
as fortes dores, conhecidas como cdlicas que na maioria das vezes impedem-

as de realizar suas atividades de rotina normalmente. Esse fato impulsiona o

Juliana da Nébrega Carreiro



EFEITO DUAL DO RESVERATROL EM UTERO ISOLADO DE CAMUNDONGOS SOB NORMOXIA E HIPOXIA 22

crescimento do estudo e interesse dos pesquisadores em descobrir novas
drogas e/ou farmacos que tratem ou aliviem tais desconfortos.
Devido a um grande numero de atividades biologicas do resveratrol serem
relacionadas ao aparelho reprodutor feminimo, como foi citado: cancer de
ovario, cancer de mama, reposicdo hormonal na menopausa, entre outros,
torna-se importante investigar a atividade do resveratrol em atero, tanto em
condicdes fisiolégicas como em quadros que mimetizem alguma patologia.
Assim, posteriormente podemos relacionar as atividades observadas com os
possiveis mecanismos de acao descobertos.

Devido a isso, o0 resveratrol tornou-se uma ferramenta importante no

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

1.2 MUSCULO LISO: CANAIS PARA CALCIO E CANAIS PARA POTASSIO

No mdusculo liso um aumento na concentracdo de célcio citosélico
([Ca?*]c), é a causa primaria para contracdo e também estd envolvida na
proliferacdo celular (VAN BREEMEN; SAIDA, 1989). A contracdo pode ser
alcancada quer através da despolarizacdo da membrana (acoplamento
eletromecanico), levando ao aumento da [Ca?']c, proveniente do meio
extracelular através dos Cav (canais para calcio dependentes de voltagem),
desencadeando o processo de contracdo muscular ou induzida por um
agonista (acoplamento farmaco-mecéanico) que pode ser independente do
potencial de membrana (SOMLYO; SOMLYO, 2003). Agonistas como
ocitocina, carbacol ou histamina se ligam a receptores acoplados a proteina G
(GPCRs) e ativam a cascata do fosfatidilinositol, através da proteina Gq ou
G11 mediando a producéo de 1,4,5 trisfosfato de inositol (IP3), que estimulam
a liberacdo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (RS) e diacilglicerol (DAG),
responsavel pela ativacdo da proteina cinase C (PKC) que por sua vez pode
fosforilar canais para potdssio bloqueiando-os e levando a uma ativacao
indireta dos Cav (FUKATA; AMANO; KAIBUCHI, 2001). O aumento na [Ca?*]c
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favorece a ligacdo do Ca?* com a proteina calmodulina, formando o complexo
4Ca?*-CAM. Este complexo ativa a cinase da cadeia leve da miosina (MLCK) a
qual fosforila a cadeia leve da miosina (CLM), promovendo a interagdo da CLM
com os filamentos de actina, desencadeando o processo de contracdo do
musculo liso (WEBB, 2003).

Na busca por substancias que interfram na sinalizacdo do Ca?*, o
musculo liso, tendo como exemplo a camada muscular lisa do utero, se tornou
um grande foco para o desenvolvimento de técnicas que possibilitem essa
investigacdo (KARAKI et al., 1997).

O calcio além do sua extrema importancia na contragdo muscular € um
importante segundo mensageiro que desempenha um papel necessario a uma
grande variedade de processos bioldgicos, incluindo a regulacdo enzimatica,
expressao génica, trafego de proteina, proliferacdo celular, apoptose, e a
coordenacdo do acoplamento excitagdo-contracdo do musculo (CARAFOLI,
2002). Em geral, existem duas fontes deste ion sinalizador na célula: uma
extracelular que permitir o influxo de Ca?* para o citoplasma, através dos
canais na membrana plasméatica, e outra intracelular representada pelos
estoques internos, principalmente o reticulo sarcoplasmatico (RS) que liberam
Ca?* para o citosol (PAN; MA, 2003).

Os mecanismos que levam a uma resposta contratil através do
acoplamento eletromecéanico sdo devido a uma despolarizacdo de membrana
diretamente pelo aumento da concentragcdo externa de K* ([K*]le) ou
indiretamente pela ligacdo dos agonistas de acoplamento misto aos seus
receptores levando a abertura de Cav, causando influxo de Ca?* no citoplasma
e, consequentemente, a contracdo (REMBOLD, 1996). JA 0os mecanismos
farmaco-mecanicos da contracdo incluem (1) aumento de 1,4,5-trifosfato de
inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG) por ligagdo do agonista com o0 receptor
ativando a proteina Gqg/11 fosfolipase C (PLC). O IP3 liga-se ao seu receptor
permitindo a liberacdo de Ca?* dos estoques intracelulares presentes no
reticulo sarcoplasmatico (RS) que favorecera a formacéo do complexo 4Ca?* —
CaM disparando o inicio do mecanismo contratil (GARRET; GRISHAM, 1995);
(2) aumento do influxo de Ca?* através da abertura do canal de Ca?* tipo 1 por
um mecanismo que nao envolve mudanga no potencial de membrana; (3)

liberacdo do Ca?* induzida por Ca?' através de receptores de rianodina
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(sensiveis a cafeina) presentes na membrana do R.S. (KOMORI et al., 1995) e
(4) aumento do Ca?* por ativacédo do trocador Na*/Ca?* reverso (BLAUSTEIN,
1989).

Os mecanismos de relaxamento podem incluir: (1) hiperpolarizacao, (2)
aumento na atividade da Ca?* — ATPase (bomba de Ca?*), tanto do R.S. como
da membrana plasméatica, através da fosforilacdo pela PKG, levando a um
aumento do sequestro e da extrusdo de Ca?*, respectivamente, diminuindo
assim a [Ca?*]c; (3) diminuicdo da formacdo do IP3 e consequente diminuicéo
da liberacdo de Ca?' dos estoques como o RS; (3) reducdo da [Ca2+]c via
AMPc/PKA (monofosfato de adenosina ciclico / proteina cinase A) por diminuir
o influxo de Ca?* indiretamente, por hiperpolarizacdo, ou por agir diretamente
nos Cav do tipo 1 inativando-os e finalmente (4) diminuicdo da [Ca2+]c por
ativacéo do trocador Na*/Ca?* (BLAUSTEIN, 1989).

Os canais para célcio e para potassio estdo intimamente relacionados
com a regulacdo do musculo liso (WATTERSON; RATZ; SPIEGEL, 2005). A
principal porta de entrada para o Ca?* que vem do meio extracelular sdo os Cav
(CATTERALL, 2000), os quais estdo presentes na membrana celular da
maioria das células excitaveis (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2007). A
entrada de calcio em musculo liso visceral € controlada pelo potencial de
membrana, uma vez que este determina a abertura de canais para Ca?*
dependentes de voltagem (SHMIGOL; EISNER; WRAY, 1998; WRAY et al.,
2001).

Pelo menos 10 tipos diferentes de Cav subdivididos em trés grandes
familias ja foram descritos: (1) sensiveis a di-hidropiridina e ativados por alta
voltagem (Cavl); (2) insensiveis 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 ions K* através de canais localizados na membrana regulam
o influxo de Ca?* através dos Cav (THORNELOE; NELSON, 2005). Os canais
para potassio desempenham um papel chave na regulacdo do potencial de
membrana e na excitabilidade celular, sendo a contracdo no musculo liso
dependente do balanco entre o aumento da condutancia ao ion K*, levando a
uma hiperpolarizagdo, e a diminuicdo da condutancia ao K*, levando a uma
despolarizacdo (KNOT et al., 1996).
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Os ativadores de canais para K* sdo substancias que incluem um grupo
de diversas moléculas com um largo potencial terapéutico (QUEST, 1992;
EMPFIELD; RUSSELL; TRAINOR, 1995). Estes compostos abrem 0s canais
para K*, causando hiperpolarizacdo de membrana através do aumento do
efluxo de K*, diminuicdo o influxo de Ca?* e consequente diminuicdo do Ca?*
intracelular livre culminando assim no relaxamento muscular (QUEST; COOK,
1989; WESTON; EDWARDS, 1992).

No musculo liso, o ténus basal pode ser regulado por varios subtipos de
canais para K*, entre eles: canais para K* dependentes de voltagem (Kv);
canais para K* ativados por Ca?* de larga condutancia (BKca); canais para K*
ativados por Ca?* de pequena condutancia (SKca); canais para K* sensiveis ao
ATP (Katp), entre outros (THORNELOE; NELSON, 2005).

A repolarizacdo ou hiperpolarizacdo de membrana na musculatura lisa
uterina, ocorre devido, principalmente, a ativagcdo dos BKca, que séo ativados
quando a [Ca?*]c se eleva e a ativagdo dos Kv, em decorréncia a
despolarizacdo de membrana (LEDOUX et al., 2006). Tal ativacdo leva a uma
reducdo no influxo de Ca?" através dos Cav por sua inibicdo e,
consequentemente, a uma reducédo da [Ca?*]c (LEDOUX et al., 2006; LIN et al.,
2006).
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1.3 UTERO: FISIOLOGIA E HIPOXIA

O Utero é um 6rgéo oco, revestido de musculatura lisa bem diferenciada,
possuindo trés camadas: endométrio, miométrio (camada muscular lisa
espessa) e serosa (camada externa), ainda em relacdo ao Utero, tem havido
um progresso notavel para o entendimento da fisiologia e fisiopatologia do
Gtero, o que resultou em muitas intervencdes importantes que afetam a
concepgao e contracepcdo, bem como a fungdo menstrual. Embora haja
crescente conscientizagdo da importancia potencial da funcdo anormal da
camada muscular do uatero (miométrio), ha relativamente poucos
esclarecimentos sobre o papel do miométrio em doencas mais frequentes da
reproducdo (AGUILLAR; MITCHELL, 2010). O miométrio é de vital importancia
em processos fisiolégicos como implantacdo do embrido e na manifestacao de
distarbios como dismenorreia, assim como em processos como aborto
espontaneo e pré-eclampsia, processos que podem ocorrer por um descontrole
das contracBes uterinas (AGUILLAR; MITCHELL, 2010). Contracdes
exageradas culminam na dor, promovem a reducao do fluxo vascular uterino,
causando isquemia e hipoxia, aumentando ainda mais o quadro doloroso
(BORTOLETO, 1995).

Existem relatos na literatura que o fluxo sanguineo normal em Utero de
ovelha gravida é intimamente relevante durante uma contracdo e depende do
seu bom funcionamento (GREISS, F. C., 1965), s6 depois de algum tempo este
fato foi confirmado e estendido para Utero humano através de técnicas como
laser doppler. Fortes contracdes uterinas assim como contragdes fracas
demais, tornam praticamente impossivel a drenagem venosa e o fluxo arterial,
ou seja, qualquer descontrole no tocante a maquinaria que coordena 0s
processos de contracdo e relaxamento da musculatura lisa uterina, pode
acarretar desconfortos e/ou processos patolégicos. Com esse descontrole por
parte das contracbes, o proprio Utero oclui o seu fornecimento de sangue, 0
qual é veiculo importante para o transporte de oxigénio e nutrientes para o
tecido. Um descontrole nas contragfes uterinas pode acarretar muitos danos
morfofisioldgicos ao tecido em questdo e esse descontrole ocorre nos casos de
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abortos induzidos ou espontaneos, trabalho de parto, dismenorreia entre outros
(DAWSON, M. J. & S. WRAY, 1985).

Dentre muitas causas, a hipdxia pode ser considerada um grande motivo
para o0s descontroles contrateis uterinos culminando em dor e possivel
agravamento do quadro com problemas futuros. E para entendermos como
isso ocorre, faz-se necessaria uma revisdo sobre os efeitos moleculares
causados pela hipdxia no Gtero.

E descrito na literatura que a fosforilagio oxidativa é a maior fonte na
obtencéo de adenosina tri fosfato (ATP), musculos lisos, 0s quais ndo possuem
grande reserva de fosfato e desta forma o Utero ndo seria uma excegao
(Dawson, M. J., 1985). Isso torna o Utero um dos 6rgdos mais vulneraveis a
hipodxia.

A capacidade contratil uterina é drasticamente diminuida em baixos
niveis de oxigénio e esse efeito é observado tanto em Utero de roedores quanto
em Utero humano, ambos possuem 0 mesmo mecanismo de depressao
contratil mediante a hipoxia, tornando assim os protocolos usados em modelos
de laboratério viaveis para execuc¢do em estudos com seres humanos (Wray.
S., 1993). E sabido também que o Gtero gravidico € mais resistente a hipoxia
que o Utero ndo gravidico, provavelmente pelo fato do primeiro ter uma maior
concentracdo de ATP e estoques de glicogénio (WYNN, R., 1977) junto com
um melhor funcionamento da lactato desidrogenase (LDH) em manter
constantes os niveis de ATP, o que é mais predominante em Uteros gravidicos.

Uma das func¢des dos canais para K* nas células uterinas em especial, é
a manutencdo do potencial de repouso negativo (Em —-45 mV), por meio do
efluxo do ion K*. Esta caracteristica é importante para as células excitaveis,
pois, suas funcbes sdo dependentes e podem ser alteradas por mudancas no
potencial de membrana, este fato torna o estudo sobre 0s Katps N0 processo de
hipbxia uterina extremamente importante (NELSON; QUAYLE, 1990).

Elevacbes no potencial de membrana podem levar a uma
despolarizacdo, onde a carga perimembranar passa para valores positivos.
Este evento ocorrendo numa célula muscular lisa comum, culmina no aumento
da concentracédo intracelular do ion célcio ([Ca?*]c), devido a abertura dos
canais de célcio dependentes de voltagem. E esse aumento na [Ca?']c que

promove uma sinalizagéo intracelular que leva a vasoconstricdo. Por sua vez, a
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abertura dos canais para K* levam a uma hiperpolarizacdo, fechamento dos
canais para Ca?* e vasorrelaxamento (NELSON; QUAYLE, 1990).

A hipéxia no Uutero afeta profundamente as contracbes uterinas,
deixando-as bastante reduzidas ou até mesmo abolidas. Isso pode ter
implicacdes clinicas, isto é, com contracbes demasiadamente fracas tornar-se
ineficiente o trabalho de parto e funcionamento de condigbes normais no
periodo menstrual, por exemplo. Este € um das definicbes de distécia uterina
em trabalho de parto, onde, por causa do fracasso do uUtero a se contrair
adequadamente, o trabalho torna-se prolongado ou até mesmo cessa e torna-
se necessaria uma cesariana de emergéncia. A variacdo brusca no pH,
tornando o meio &cido também € caracteristica da hipdxia uterina, fator este
gue culmina na perda da forca contratil e sensibilidade do miométrio (Wray. S.,
1993).

Estudar e entender os mecanismos pelos quais a hipoxia produz esses
efeitos no Gtero é um passo importante para a producdo de medicamentos
potentes e eficazes para o tratamento de muitas doencas 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 hipoxia sdo de grande valor, visto que o efeitos causados pela
mesma no utero acontecem e podem ser observados em estudos in vitro
relacionando diferentes tipos de problemas que sdo 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 desequilibrio de ions como Ca?* e H* e
metabdlitos como ATP e fosfato é frequentemente observado em quadro de
hipoxia uterina, o que confirma que a brusca acidificagdo do meio devida a
gueda no pH, ndo € a Unica causa da perda de for¢a contratil, pois estudos nos
quais o pH era mantido com tampdes, na presenca da hipéxia as contracdes
continuavam fracas (Wray, S., 1990). No tocante a relacdo entre hipoxia vs
mecanismo de contracdo no musculo liso, sabe-se que a calmodulina néo
mostrou-se afetada em meios com hipOxia, no entanto é observada uma
diminuicdo da desfoforilacdo pelas fosfatases na cadeia leve da miosina
(KHAN, R. N, et al., 1993).
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A hipoxia pode causar uma reducao de ATP intracelular ou elevacéao no
ADP intracelular levando a vasodilatacdo da musculatura lisa, efeito que foi
inibido por glibenclamida, blogqueador seletivo para Kate nas artérias cerebrais,
coronarianas, renais e musculo esquelético. Estas observagdes sugerem um
papel fundamental de canais Katp na vasodilatacdo observada durante o
processo da hipoxia (TAGUCHI, H., et,, al., 1994; LOUTZENHISER, R. D. &
PARKER, M. J., 1994), mas ainda ndo ha relatos sobre a participacdo desses
canais em hipoxia uterina, fato que impulsiona e sustenta a hipotese do estudo
atual sobre os efeitos do resveratrol em Utero sob normoxia e hipdxia.

Os canais para K* incluem: (I) canais para K* sensiveis ao Ca?* de alta
condutancia (BKca); (Il) canais para K* sensiveis ao ATP; (lll) canais para K*
sensiveis a voltagem (Kv); (IV) canais para potassio retificadores de entrada
(Kir) e (V) canais para potassio com dominio de dois poros (Kz2P). Contudo, tem
sido estabelecido que os trés primeiros participam majoritariamente no
processo de relaxamento de musculos lisos (NELSON; QUAYLE, 1995;
JACKSON, 2005), fato que evidencia a importancia de estudos que tenham
foco na analise da participacdo dos canais para potassio em efeitos relaxantes

e/ou contrateis na musculatura lisa uterina.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar e comparar os efeitos do resveratrol em utero isolado de

camundongos tanto em normoxia como em modelos de hipoxia.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em normoéxia:

e Avaliar o possivel efeito relaxante do resveratrol frente as contracoes

fasicas e espontaneas em utero isolado de camundongos;

e Investigar o mecanismo de acgdo tocolitica do resveratrol em Uutero
isolado de camundongo em normais condicdes de oxigenacao,
observando seu efeito no tonus, frequéncia e amplitude das

contracdes uterinas fasicas;

e Caracterizar o antagonismo da contracédo induzida por ocitocina de

maneira cumulativa na presenca e na auséncia do resveratrol;

e Avaliar o efeito do resveratrol sobre as contra¢des tdnicas induzidas

por ocitocina;

e Observar os efeitos do resveratrol no tocante a tonus, frequéncia e

amplitude das contrac¢des uterinas induzidas por ocitocina;
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Sob hipoxia:

e Avaliar o efeito regenerativo do resveratrol em Utero isolado de

camundongos;

e Avaliar o efeito protetor do resveratrol em atero isolado de

camundongo;

e Realizar uma comparagao entre os efeitos uterinos do resveratrol e

tempol em modelos uterinos;

e Avaliar a participacdo dos canais de potassio no mecanismo de acao

do efeito regeneratrivo do resveratrol em uteros;

e Avaliar a participac@o dos canais de céalcio no mecanismo de acédo do

efeito regeneratrivo do resveratrol em utero;

e Avaliar a participacdo dos Katps N0 mecanismo de acdo do efeito

regeneratrivo do resveratrol em Uteros sob hipoxia.
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3. METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Os protocolos experimentais foram realizados utilizando camundongos
Swiss fémeas pesando entre 30 e 40g, todas procedentes da Universidade de

Newcastle (Australia) (n = 6).

Antes dos experimentos os animais foram mantidos sob rigoroso sistema
de controle alimentar com uma dieta balanceada a base de racao tipo pellets
(Purina) com livre acesso a agua, com ventilacdo e temperatura (21°C)
controladas e constantes, submetidos a um ciclo claro-escuro de 12 h sendo o
periodo claro das 06h00 as 18h00.

Todos os animais foram eutanasiados seguindo o0s principios de
cuidados com animais aprovados pelo comité (University of Newcastle Animal
Care and Ethics Committee), com certiddo de namero: A-2009-153 (ANEXO ).

3.2 DROGAS E REAGENTES

O bicarbonato de sédio (NaHCOS), cloreto de potéassio (KCI), cloreto de
calcio (CaCl2), cloreto de sodio (NacCl), fosfato de magnésio (MgSO4) e glicose
foram obtidos da Merck & Co, Inc. (Whitehouse Station, NJ, EUA), cloreto de
tetraetilaménio (TEA*), glibenclamida,, nifedipino, o sulfoxido de dimetileno
(DMSO), a ocitocina e o resveratrol (dissolvido em DMSO) foram obtidos da
Sigma Aldrich.

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

uma concentracéo final de 100 uM.

Uma analise de controle do veiculo utilizado (DMSO) foi realizada para

descartar uma possivel atividade relaxante e/ou contratil
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3.3 SOLUCOES NUTRITIVAS

Foi utilizada solucao nutritiva de Krebs, aerada com mistura carbogénica
(95% de Oz e 5% de COg). O pH era ajustado para valores entre 7,2 - 7,4 com
solugcéao de HCI ou NaOH (1N) e mantida a temperatura constante de 37 + 1°C.

A composicao desta solugéo esta descrita no quadro 1.

Tabela 1- Composicao da solugéo de Krebs

Substéncia Concentragdo (mM)
NacCl 118,0
KCI 4,60
CacCl, 2,50
MgSO, 5,70
Glicose 11,00
NaHCO; 25,00
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3.4 PREPARACAO DA SOLUCAO ESTOQUE DA SUBSTANCIA EM ESTUDO

Resveratrol foi solubilizado em DMSO e diluido em &gua destilada para
obtencdo da solucdo estoque (1M) a qual era estocada em “freezer” a uma
temperatura de -20°C, sendo novamente diluida em agua destilada de acordo
com a necessidade de cada protocolo experimental. A concentragao final de
DMSO nas cubas nunca excedera 0,01% (v/v). Nesta concentracdo o DMSO é
desprovido de efeito contratil ou relaxante significante no érgdo estudado, de
acordo com dados obtidos em experimentos anteriores realizados, nos quais foi
observado que o DMSO nao possui efeito relaxante em Uatero isolado de

camundongo (100uM).

3.5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Para aferir as mudancas na contratilidade do tecido, o mesmo foi
suspenso verticalmente a um transdutor de forca isométrica (Relva FT.03
ADInstruments) sob tensdo de 0,5 g num periodo de estabilizacdo de 45
minutos em todos os protocolos. O indice da funcdo contratil avaliada foi
considerada em forca (em gramas). Antes do estudo, as normas foram
estabelecidas para eliminar o tecido que ndo conseguisse gerar, pelo menos,
0,2 g de forca desenvolvida durante o periodo de equilibrio inicial. As respostas
foram registradas em um sistema de aquisicio de dados PowerLab
(ADInstruments) e Software Gréfico.

Estudos de base foram realizados para selecionar a duracdo do tempo
de hipdxia, seguindo tensdes desenvolvidas apés 5, 30 ou 60 min de hipdxia.
Apds 60 minutos de hipdxia, um grande numero de preparagdes tornaram-se
inviaveis. Desta forma 30 min (minutos) foi escolhido como tempo de hipdxia a
ser testado no estudo, pois neste tempo o tecido uterino se manteve viavel em
relacdo a tonus, frequéncia e amplitude das contracdes. As concentracdes 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 farmacos foram

utilizados em 100puM como concentragdo maxima.

3.6 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.6.1 AVALIACAO DO EFEITO DO RESVERATROL EM UTERO ISOLADO DE
CAMUNDONGO EM NORMOXIA.,

3.6.1.1 AVALIACAO DO EFEITO DO RESVERATROL NO TONUS, NA
AMPLITUDE E NA FREQUENCIA DAS CONTRACOES UTERINAS FASICAS
E ESPONTANEAS.

Os camundongos fémeas foram tratadas 24h antes do inicio dos
experimentos com dietilestilbestrol (1 mg/kg s.c.) para indugéo do estro e um
dia apos essa informacédo foi confirmada por analise de um esfregaco vaginal
(VILELA, M. G., et. al.,, 2007). Decorrido este tempo, os animais foram
eutanasiados. ApGs abertura da cavidade abdominal, era feita a dissecacéo do
Utero, colocando-o0 em uma placa de Petri contendo solucdo nutritiva de Krebs
a 37°C. Em seguida, os dois cornos uterinos foram separados por meio de uma
incisdo, abertos longitudinalmente e suspensos verticalmente em cubas de
vidro (5 mL). Para estabilizacdo da preparacdo, esta foi mantida em repouso
por 45 minutos antes do contato com qualquer agente, sob tensdo de repouso
de 0,5¢, efetuando, neste periodo, a renovacado da solucao nutritiva a cada 15

minutos.

Sendo o utero um 6rgédo de contragdo bifasica e que possui contracdes
involuntérias, tornou-se de grande importancia a avaliacdo do possivel efeito
relaxante do resveratrol tanto em contracfes fasicas espontaneas como em

contracdes induzidas por agente contratil.

Nos experimentos que tinham como objetivo a avaliagdo do efeito do
resveratrol frente a contragbes fasicas espontaneas e/ou sobre o tdonus
induzido, apdés o periodo de estabilizagdo, o resveratrol era adicionado as
cubas de maneira cumulativa sobre o tonus sustentado e o efeito relaxante era
observado, considerando os seguintes aspectos: tdbnus, amplitude e frequéncia

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

nesse determinado tempo.

Os valores de CEso (Concentracdo da substancia em estudo que produz
50% do seu efeito maximo) foram calculados a partir das curvas

concentracfes-resposta, na auséncia e na presenca de resveratrol.

Os dados de relaxamento produzido pelo resveratrol em Gtero isolado de
camundongo referentes a ténus, amplitude e frequéncia, foram calculados

estatisticamente da mesma maneira.

3.6.2 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DOS RECEPTORES PARA
OCITOCINA NO MECANISMO DE ACAO TOCOLITICO DE RESVERATROL.

3.6.2.1 ANTAGONISMO DA CONTRACAO INDUZIDA POR OCITOCINA.,

O utero foi montado como descrito no item 3.6.1.1. Apés o periodo de
estabilizacdo, duas curvas concentracdes-resposta cumulativas similares a
ocitocina (101! — 10 M) foram obtidas. Em seguida, na auséncia da ocitocina, o
resveratrol era incubado por 15 minutos em diferentes concentragbes (3,10 e
30uM) e em experimentos diferentes e independentes. Apos este periodo, ainda
na presenca do resveratrol, uma nova curva concentracado-resposta cumulativa a
ocitocina era obtida. Os resultados foram avaliados comparando-se a
porcentagem da resposta contratil na presenca do resveratrol com aquela obtida

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

O tipo de antagonismo exercido pelo resveratrol foi analisado com base
nos valores da inclinacdo do grafico de Schild (ARUNLAKSHANA; SCHILD,
1959) e sua poténcia pelo valor de CEso (VAN ROSSUM, 1963)
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3.6.3 AVALIACAO DO EFEITO DO RESVERATROL NO TONUS,
AMPLITUDE E FREQUENCIA SOBRE AS CONTRACOES UTERINAS
INDUZIDAS POR OCITOCINA.

O uatero foi montado como descrito no item 3.6.1.1. Apés o periodo de
estabilizacdo, foram obtidas duas curvas concentracdes-resposta simples de
amplitude similares induzidas por ocitocina, de amplitudes similares (Controle),
em preparacbes diferentes, registrada através de transdutores isométricos

acoplados a um sistema de aquisi¢cao digital.

Durante a fase tdnica sustentada da segunda resposta, o resveratrol foi
adicionado cumulativamente a cuba sobre o ténus induzido e sustentado e os
seguintes fatores: tbnus, amplitude e frequéncia foram observados e calculados

posteriormente.

O relaxamento produzido por resveratrol foi expresso como a
percentagem reversa da contracdo inicial produzida pelo agente contratil

utilizado.

A CEso foi obtida a partir dos valores das médias (calculadas pelo uso da
regressao nado linear de cada curva concentracdo-resposta de relaxamento

para resveratrol de cada um dos experimentos).

3.6.4 AVALIACAO DO EFEITO DO RESVERATROL EM UTERO ISOLADO
DE CAMUNDONGO SOB HIPOXIA

3.6.4.1 AVALIACAO DO EFEITO REGENERATIVO DO RESVERATROL EM
UTERO ISOLADO DE CAMUNDONGO SOB HIPOXIA

O utero foi montado como descrito no item 3.6.1.1. Apés o periodo de
estabilizacdo de 45 minutos sob uma tensdo de repouso de 0,59 e apos
verificar se as contracdes uterinas espontaneas estavam estaveis e viaveis, era
feita a troca dos gases utilizados durante o experimento com o objetivo de

expor o tecido em questéo a hipoxia.
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A mistura carbogénica foi fechada e logo apés foi acionado um
dispositivo de gas nas cubas composto por N2 e CO2 (95% e 5%,
respectivamente). O tecido permaneceu exposto a estas condicdes citadas por
30 minutos. Apos 30 minutos de exposicao a lesdes causadas pela hipdxia, o
resveratrol era adicionado as cubas na concentracdo de 100uM e o efeito era
observado e calculado posteriormente.

O efeito produzido pelo resveratrol no ténus uterino foi calculado e
expresso o valor da CEso que foi obtida a partir dos valores das médias
(calculadas pelo uso da regressao nao linear de cada curva concentragéo-

resposta de relaxamento para resveratrol).

3.6.4.2 AVALIACAO DO EFEITO PROTETOR DO RESVERATROL EM
UTERO ISOLADO DE CAMUNDONGO SOB HIPOXIA

O uatero foi montado como descrito no item 3.6.1.1. Apés o periodo de
estabilizacdo de 45 minutos sob uma tensdo de repouso de 0,59 e apds
verificar se as contracdes uterinas espontaneas estavam estaveis 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 questdo a hipoxia
na presenca do polifenol. A mistura carbogénica era fechada e logo apds era
acionado um dispositivo de gas nas cubas composto por N2 e CO2 (95%, 5%,
respectivamente). O tecido permaneceu exposto a estas condi¢des citadas por

30 minutos.

O efeito protetor do resveratrol no utero foi calculado de acordo com a
comparacdo do tempo de resisténcia do uUtero & queda brusca de tdonus
observado na exposi¢cdo do tecido a hipdxia. Foi realizada a comparacéo
estatistica entre o tempo que o Utero leva para entrar em falha durante a
hipoxia na presenga e na auséncia do resveratrol e esses dados foram

expresso como valor da CEso que foi obtida a partir dos valores das médias.
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3.6.5 COMPARACAO DOS EFEITOS DO TEMPOL E RESVERATROL EM UTERO
ISOLADO DE CAMUNDONGO SOB HIPOXIA

O utero era montado como descrito no item 3.6.1.1. Apds o periodo de
estabilizacdo de 45 minutos sob uma tensdo de repouso de 0,59 e apoés
verificar se as contracfes uterinas espontaneas estavam estaveis era feita a
troca dos gases utilizados durante o experimento com 0 objetivo de expor o
tecido em questdo a hipoxia. A mistura carbogénica era fechada e logo apés
era acionado um dispositivo de gas nas cubas composto por N2 e CO2 (95%,
5%, respectivamente). O tecido permaneceu exposto a estas condicdes citadas

por 30 minutos.

Apébs 30 minutos de exposicdo a lesbes causadas pela hipoxia, o tempol
ou resveratrol (100uM) foram adicionados as cubas na concentracdo em
diferentes experimentos e 0s possiveis efeitos regenerativos obtidos foram
observados, calculados e comparados posteriormente. Foi realizada a
comparacao estatistica entre CEso correspondentes a média de efeito do

tempol e resveratrol.

3.6.6. AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DOS CANAIS PARA POTASSIO NO
MECANISMO DE ACAO DO RESVERATROL EM UTERO ISOLADO SOB
HIPOXIA.

O utero foi montado como descrito no item 3.6.1.1. Apds o periodo de
estabilizacdo de 45 minutos sob uma tensdo de repouso de 0,59 e apoés
verificar se as contracdes uterinas espontaneas estavam estaveis foi feita a
troca dos gases utilizados durante o experimento com o0 objetivo de expor o
tecido em guestdo a hipéxia com uma mistura de gases nas cubas composto
por N2 e CO2 (95%, 5%, respectivamente) e apos 15 minutos o TEA* (10mM),
gue nesta concentracdo € um bloqueador ndo seletivo para os canais de

potéssio, foi adicionado. O tecido permaneceu exposto a estas condi¢cdes
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citadas por 30 minutos. Em seguida o resveratrol (100uM) foi adicionado a
cuba na presenca do TEA* e o efeito foi observado (LATORRE et al., 1989).

O efeito observado foi expresso com os valores de CEso e foram
calculados a partir dos experimentos, na auséncia e na presenc¢a de 10 mM de
TEA".

3.6.7 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DOS CANAIS PARA CALCIO NO
MECANISMO DE ACAO DO RESVERATROL EM UTERO ISOLADO SOB
HIPOXIA.

O utero foi montado como descrito no item 3.6.1.1. Apds o periodo de
estabilizacdo de 45 minutos sob uma tensdo de repouso de 0,59 e apds
verificar se as contracfes uterinas espontaneas estavam estaveis foi feita a
troca dos gases utilizados durante o experimento com 0 objetivo de expor o
tecido em questdo a hipéxia com uma mistura de gases nas cubas composto
por N2 e CO2 (95%, 5%, respectivamente) e apos 15 minutos nifedipino (1uM),
um bloqueador para os canais de calcio foi adicionado. O tecido permaneceu
exposto a estas condi¢Bes citadas por 30 minutos. Em seguida o resveratrol
(100pM) foi adicionado a cuba na presenca do nifedipino e o efeito foi
observado (LATORRE et al., 1989).

O efeito observado foi expresso com os valores de CEso e foram
calculados a partir dos experimentos, na auséncia e na presenca de 10 mM de

nifedipino.

3.6.8 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DOS Karps, SUBTIPOS DE CANAIS
PARA POTASSIO NO MECANISMO DE ACAO DO RESVERATROL EM
UTERO ISOLADO SOB HIPOXIA

O utero foi montado como descrito no item 3.6.1.1. O tecido permanecia
em repouso por 45 minutos em contato com a solucdo de Krebs. Apos este

periodo foi induzida hipoxia e apos 15 minutos de exposi¢cdo, o bloqueador
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glibenclamida, foi incubado pelo periodo de 15 minutos, totalizando assim 30
minutos de exposicdo do tecido a hipoxia na presenca do bloqueador seletivo
para 0s canais de potassio sensiveis ao ATP. Dessa forma, foi adicionado a
cuba 3 x 10°M de glibenclamida, um bloqueador dos canais para potassio
sensiveis ao ATP (Karp) (HUGHEST; HOLLINGSWORTH, 1997), por 15
minutos. Apos esse tempo, resveratrol (100 mM) era adicionado e o efeito era
observado na presenca dos bloqueadores. O efeito produzido pelo resveratrol
foi expresso como a CEso e comparado com o efeito observado na auséncia do
bloqueador. Foi observado também que o efeito regenerativo do polifenol apds
a lavagem do tecido, com o objetivo de eliminar o efeito do bloqueador e
confirmar a viabilidade do tecido, mostrando apenas a possivel influéncia do
bloqueador no efeito do resveratrol em Utero isolado de camundongo em

modelo de hipoxia.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(e.p.m.). As diferencas entre as médias foram consideradas significantes
quando o p < 0,05. As comparacdes estatisticas entre duas varidveis foram
realizadas por meio da utilizacdo do teste t de Student ndo pareado e ANOVA

oneway.

Nas curvas concentracdo-resposta, os valores de Emax (efeito maximo
em porcentagem de relaxamento) e de CEso (concentragcdo responsavel por

50% do Emax) foram obtidas por regressao nao linear.

Os dados foram analisados e plotados no programa estatistico
GraphPad Prism 6.0°.
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4. RESULTADOS

4.1 INVESTIGACAO DO MECANISMO DE ACAO TOCOLITICA DO
RESVERATROL EM UTERO ISOLADO DE CAMUNDONGO SOB NORMOXIA

4.1.1 AVALIACAO DO EFEITO DO RESVERATROL NO TONUS, AMPLITUDE
E FREQUENCIA DAS CONTRACOES UTERINAS ESPONTANEAS

Resveratrol, nas concentracdes de 1, 3, 10, 30 e 100 uM, relaxou o Utero
isolado de camundongos (Figura 2) bem como diminuiu a amplitude e
frequéncia das contracfes uterinas de maneira significante e dependente de
concentragéo (Figura 3A, 3B e 3C). Os valores de CEso nos experimentos nos
quais foi observado tonus, amplitude e frequéncia, 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 frequéncia uterina

guando comparado aos efeitos no tonus e amplitude (Figura 3).

A responsividade do Utero ao resveratrol foi restaurada 15 minutos apos
a retirada do mesmo da cuba indicando que o efeito do polifenol é reversivel

neste 6rgdo e comprovando a nao toxicidade do mesmo neste 6rgao.
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Figura 2: Registro representativo do efeito do resveratrol nas contragcdes
fasicas espontaneas. As setas para baixo representam a adicdo cumulativa das
concentracfes (1-100uM) do resveratrol

Juliana da Nébrega Carreiro



EFEITO DUAL DO RESVERATROL EM UTERO ISOLADO DE CAMUNDONGOS SOB NORMOXIA E HIPOXIA 45

3A

0_
’o\ 25
S
o
c
[¢D]
50
£
©
X
s
(D]
@ 754
100 - °

T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Resveratrol Log [ ] uM

Juliana da Nébrega Carreiro



EFEITO DUAL DO RESVERATROL EM UTERO ISOLADO DE CAMUNDONGOS SOB NORMOXIA E HIPOXIA 46

3B

10047 e
75
<
@© 50 —
O
o
LL
25 4
0 -
[ I I I 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Resveratrol Log [] uM

Juliana da Nébrega Carreiro



EFEITO DUAL DO RESVERATROL EM UTERO ISOLADO DE CAMUNDONGOS SOB NORMOXIA E HIPOXIA 47

3C

100
S
= 75
\©
=
o
O 5o-
s
3}
c
«@
>
o 25
o
LL
0- °

I T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

ResveratrolLog [ ] uM

Figura 3: Curva concentracdo-resposta ao resveratrol. Efeito sobre o ténus (A),
amplitude (B) e frequéncia (C) das contracdes uterinas espontaneas (n = 6).
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4.1.2 ANTAGONISMO DA CONTRACAO INDUZIDA POR OCITOCINA

Resveratrol, testado nas concentracbes de 3, 10 e 30 pM, inibiu de
maneira dependente de concentracdo (r>=0,96 +0,006) as contracdes
cumulativas induzidas por ocitocina em utero isolado de camundongos swiss
(Figura 4).

As curvas cumulativas para ocitocina foram desviadas para a direita de

maneira ndo paralela e com reducédo do efeito maximo (Emax) (Figura 5).

Os valores de Emax (controle = 100.0%; 3 uM = 79,98 + 0,01 %;
10 uM = 43,81 £ 0,2 %; 30 uM = 28,34 £ 0,9 %) (n = 6), diminuiram de maneira
significativa (Tabela 1). O antagonismo foi do tipo ndo competitivo com
diminuicdo nos valores de CEso e confirmado pelo valor de “slope” que diferiu

significantemente da unidade (Figura 5).

A poténcia do resveratrol em antagonizar as contragcdes cumulativas
induzidas por ocitocina foi determinada pelo valor de CEso e a eficicia pelos

valores de Emax. .
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Figura 4: Registro representativo das contracdes induzidas por concentragfes
cumulativas de ocitocina (10! — 10° M) na auséncia e na presenca do resveratrol.
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Figura 5: Curvas concentragfes-resposta cumulativas a ocitocina na auséncia (®) e
na presenca do resveratrol nas concentragbes de 3 uM (1), 10 uM (~) e 30 puM (O)
em (tero isolado de camundongos (n = 6). Os simbolos 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 CONTRACOES TONICAS
INDUZIDAS POR OCITOCINA.

Resveratrol (1 — 130 uM) relaxou de maneira significante e dependente
de concentracdo o Utero pré-contraido por ocitocina (CEso = 15,38 + 0,66)
(Figura 6). Ademais, o resveratrol apresentou efeito significativo para ténus,
amplitude e frequéncia (n = 6) (Figura 7A, 7B e 7C respectivamente). No
entanto, resveratrol mostrou-se cerca aproximadamente 8 vezes mais potente
em diminuir a frequéncia das contracdes uterinas (CEso = 5,72 £+ 1,92) quando
comparado com o0 seu efeito sob a amplitude das mesmas
(CEso = 46,14 + 1,13).

Resveratrol (1-130 nlM)

M N ~ | J MVM |\‘J mﬂﬁw I("Mlﬂ”u “aU! J\JJLIJ\E*_LUJJJJJMM 1Ml

oT
3xl0-6 M

e
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Figura 6: Registros representativos do efeito de resveratrol (1 — 130 pM) sobre as
contracdes tonicas induzidas por ocitocina em utero isolado de camundongo. As setas
para baixo representam a adigdo cumulativa das concentracdes do resveratrol
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Figura 7: Efeito do resveratrol sobre o tbnus (A), amplitude (B) e frequéncia (C) das
contracdes tbnicas induzidas por ocitocina em utero isolado de camundongo (n = 6).
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4.2 AVALIACAO DO EFEITO DO RESVERATROL EM UTERO ISOLADO DE
CAMUNDONGO SOB HIPOXIA

4.2.1 AVALIACAO DO EFEITO REGENERATIVO DO RESVERATROL EM
UTERO ISOLADO DE CAMUNDONGO SOB HIPOXIA

O resveratrol (100 pM) foi adicionado ao banho apés 30 minutos de
exposicao do tecido a hipoxia (Figura 8). Observou-se que, adicionando o
resveratrol, o tdbnus contratil foi melhorado na presenca do polifenol. Dado esse
observado quando comparamos o valor contratil do tbnus na presenga com o
tbnus uterino na auséncia do resveratrol, ambas as experiéncias realizadas em

modelos de hipdxia.

Na presenca do resveratrol (contracdo = 51,18 + 4,5 %) o Utero tem 5
vezes mais tbnus contratii quando comparado nas condicdes de auséncia
(contragéo = 10,67 + 1,6 %) (n=6) (Figura 9).
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Figura 8: Registros representativos do efeito regenerativo do resveratrol (100 uM) em
Utero isolado de camundongo exposto a 30 minutos de hipéxia.
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Figura 9: Efeito regenerativo do resveratrol (100 uM) apés 30 minutos de hipoxia em
Utero. Simbolos e barras verticais representam a média e E.P.M., respectivamente.
One-way e teste t **** p <0,0001 (Hypoxial vs. hipéxia + resveratrol); ### p < 0,0001
(Controle vs. Hipoéxia); (n = 6).

Juliana da Nébrega Carreiro



EFEITO DUAL DO RESVERATROL EM UTERO ISOLADO DE CAMUNDONGOS SOB NORMOXIA E HIPOXIA 58

4.2.2 AVALIACAO DO EFEITO PROTETOR DO RESVERATROL EM UTERO
ISOLADO DE CAMUNDONGO SOB HIPOXIA

Apés o periodo de estabilizacdo, o resveratrol na concentracdo de
100 puM (R100) foi adicionado ao banho durante 15 minutos, tempo ap6s o qual
o tecido foi exposta a hipoxia durante 30 minutos na presenca do polifenol.
(Figura 10)

Em experiéncias, na auséncia de resveratrol, o Utero, em aproximadamente 10
minutos, tinha valor maximo de ténus contratil de apenas 25% em comparacao
com o controle (100% de contracéo).

No entanto, na presenca do resveratrol, com 10 minutos de exposicéo a
hipoxia, o Utero foi observado com ténus contrétil de aproximadamente 75% de
contracdo (n = 6). Estes dados foram observadas em momentos: 0, 10, 20, 30
minutos de hipoxia (Figura 11).
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Figura 10: Registros representativos do efeito protetor do resveratrol (100 uM) em
Utero isolado de camundongo exposto a 30 minutos de hipdéxia.
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Figura 11: Efeito protetor do resveratrol (100 uM) apdés 30 minutos de hipoxia em
atero. Simbolos 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 COMPARACAO DOS EFEITOS DO TEMPOL E RESVERATROL EM
UTERO ISOLADO DE CAMUNDONGO SOB HIPOXIA

Realizou-se uma comparacdo entre os efeitos regenerativos do
resveratrol (contracdo = 51,18 + 4,50 %) e tempol (contracdo = 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 ténus contratil do dois antioxidantes. Sendo

o resveratrol em niveis funcionais mais potente e eficaz (Figura 12).
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Figura 12: Comparacéo dos efeitos do resveratrol (100 uM) e tempol (100 uM) apés 30
minutos de hipoxia em utero. Simbolos e barras verticais representam a média e
S.D.M,, respectivamente. One-way e teste t **** p <0,0001 (Hypoxial vs. hipéxia +
resveratrol vs hipoxia + tempol), ### p <0,05 (Hipoxia vs. Hipoxia + Tempol) (n = 6).
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4.2.4 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DOS CANAIS PARA POTASSIO NO
MECANISMO DE AGCAO DO RESVERATROL EM UTERO ISOLADO SOB

HIPOXIA

Em Udtero de camundongos fémeas, o efeito de resveratrol
(contracdo = 51,18 + 4,50 %) foi atenuada apds a incubacdo do tecido com
TEA* (contracdo = 21,25 £+ 1,90 %) (10 mM), nessa concentracdo, um

blogueador ndo seletivo para os canais para potassio (n = 6) (Figura 13).

O efeito do resveratrol ndo demosntrou melhoras significativas quando

0S canais para potassio encontram-se bloqueados.
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Figura 13: Avaliacdo do efeito de resveratrol na presenca de TEA* (10mM) em Utero
em modelos de hipéxia. Simbolos 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 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DOS CANAIS PARA CALCIO NO
MECANISMO DE AGCAO DO RESVERATROL EM UTERO ISOLADO SOB

HIPOXIA

Em Jutero de camundongos fémeas, o efeito de resveratrol
(contracdo = 51,18 + 4,50 %) foi praticamente abolido ap6s a incubacédo do
tecido com nifedipino (contracdo = 4,46 + 1,40 %) (n = 6), um bloqueador nao

seletivo para os canais de calcio (Figura 14).
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Figura 14: Avaliacdo do efeito de resveratrol na presenca de nifedipino em utero
isolado de camundongo em modelos de hipdxia. Simbolos 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 (Hipdéxia +R100 vs. Hipdxia +R100+ Nifedipino), #### p
<0,0001 (Hipodxia vs. Hipoxia+R100+ Nifedipino) (n = 6).

4.2.6 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DOS CANAIS PARA POTASSIO
SENSIVEIS AO ATP (Kates) NO MECANISMO DE ACAO DO RESVERATROL
EM UTERO ISOLADO DE CAMUNDONGOS SOB HIPOXIA.

Em atero de camundongos fémeas, foi observado que o efeito contrétil e
regenerativod do resveratrol (contracdo = 51,18 + 4,50 %) foi praticamente
abolido ap6s a incubacdo do tecido com glibenclamida, um blogqueador

especifico para os Katps (contragdo = 2,24 + 1,04 %) (n = 6) (Figura 15).
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Figura 15: Avaliagdo do efeito de resveratrol na presenca de glibenclamida em utero
isolado de camundongo em modelos de hipdxia. Simbolos e barras verticais
representam a média e S.D.M., respectivamente. One-way ANOVA seguido por teste
de Bonferroni *** p <0,0001 (Hipdxia +R100 vs. Hipoxia +R100+ glibenclamida), ##
p <0,001 (Hipdxia VS. Hipoxia+R100+ Glibenclamida) (n = 6).
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho utilizou-se Utero isolado de camundongos fémeas para
avaliar os possiveis efeitos tocoliticos do antioxidante resveratrol em tecidos
tanto em condi¢Bes normais de oxigenagdo (normdxia), como em modelos de
hipoxia, assim como objetivou-se elucidar também o seu possivel mecanismo
de acéo. Foi evidenciado farmacologicamente neste trabalho que o polifenol
resveratrol exerce efeito relaxante em Gtero isolado de camundongos fémeas
em condi¢cbes normais de oxigenacdo e que quando se induz hipdxia nesse
mesmo tecido, nas mesmas condicbes experimentais, o resveratrol por sua

vez, apresenta efeito contratil, regenerativo e protetor frente a hipoxia.

Avaliou-se a possivel participacdo dos canais para calcio e potassio, em
especial os Karps neste efeito observado, além de fazer uma comparagédo do
efeito regenerativo do resveratrol com o efeito do antioxidante bem descrito
pela literatura, o tempol a fim de avaliar sua poténcia em regenerar o tonus
contratil ap6s 30 minutos de hipdéxia. Com bases nos resultados obtidos
juntamente com experimentos anteriores em utero sob normoxia, fica evidente
que o resveratrol apresenta efeito tocolitico dual e que este efeito torna-se
dependente dos niveis de oxigénio do tecido em questao.

O Utero é um 6rgdo miogénico e o tipo de musculo liso nele contido é
capaz de manter contragcdes sem sinais do sistema nervoso ou participacao
hormonal nenhuma. Isso ndo quer dizer que agonistas ndo venham a ter
nenhum papel na sua contratilidade; na verdade, eles sdo moduladores
potentes da contragdo (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

S80 necessarios para que essa pergunta seja respondida.

Assim como alguns outros 6rgaos, o Utero € um érgdo oco, revestido de
musculatura lisa bem diferenciada, possuindo trés camadas: endomeétrio,

miométrio e serosa, ainda em relacdo ao utero, tem havido um progresso
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notavel para o entendimento da fisiologia e fisiopatologia do utero, o que
resultou em muitas intervencdes importantes que afetam a concepgao e
contracepcdo, bem como a funcdo menstrual, quadros patolégicos como
cancer do colo do utero, disfuncdo das contracdes no trabalho de parto,
abortos espontaneos, quadros de pré- eclampsia, entre outros. Embora haja
crescente conscientizagdo da importancia potencial da funcdo anormal da
camada muscular do utero (miométrio), ha relativamente poucos estudos sobre
o papel do miométrio em doencas mais frequentes da reproducao,
necessitando assim de estudos mais detalhados (AGUILLAR; MITCHELL,
2010).

Assim como em Uteros ndo gravidicos, no tocante a gravidez, torna-se
imprescindivel o papel do miométrio. O parto humano é uma sequéncia
complexa de eventos que envolve processos coordenados de dilatacéo cervical
e contracdo 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 mudanca relativamente gradual da
quiescéncia miometrial. A transformacéo do Utero muscular de repouso para
contratil foi denominado "ativacdo" e observado toda uma transformacéo
guando se compara o Utero gravidico com o ndo gravidico, € demonstrado uma
grande diferenca na histologia da camada muscular, populacdo de receptores,
expressdo de proteinas, entre outros fatores (LYE, 1992).

A ativacao e preparacéo do Utero para o trabalho de parto, faz com que
esse 0rgao seja totalmente alterado no tocante ao seu aparelho contrétil. Uma
vez que o Utero entra em trabalho de parto, um processo denominado
"estimulacao” inicia as poderosas contragfes coordenadas para expulsdo do
feto. Isto ocorre principalmente devido a ocitocina e aumento da expressao de
receptores que desencadeiam toda uma via de sinalizagdo contratil ao se ligar
com o hormbénio em questdo, o0 que o torna um importante horménio em todo o
processo contratil uterino (THEOBOLD, G. W., et al., 1969).

A dismenorreia, por exemplo, € uma sindrome caracterizada por um ou
mais sintomas que se manifestam no periodo pré ou intramenstrual. E um

processo fisiologico que apresenta quadros dolorosos. A dor geralmente € mais
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intensa no primeiro dia da menstruacdo e, em mais de 50% dos casos, é
acompanhada por outros sintomas como nauseas, vomitos, palidez, cefaleia,
diarreia, vertigem e desmaio (FONSECA, 2000). Essa contracdo exagerada
que culmina na dor, promove a reducao do fluxo vascular uterino, causando
hipdxia e isquemia, aumentando ainda mais o quadro doloroso (BORTOLETO,
1995).

Acredita-se que cerca de 50% a 90% das mulheres apresentem codlica
uterina em algum momento de suas vidas, sendo que 10% das pacientes
tornam-se incapazes de desenvolver suas atividades habituais em decorréncia
da dor (MOTTA, 2000).

Dados como os citados anteriormente tornam-se muito importantes e
devem ser bem analisados, visto que farmacos utilizados como relaxante
muscular uterino podem prevenir e/ou aliviar tais dores e desconfortos sendo
Uteis na terapéutica. O alivio observado por mulheres que utilizam farmacos
gue agem na musculatura lisa uterina pode ser atribuido ao efeito do mesmo
agir em algum ou todos os aspectos que formam a contracéo: ténus, amplitude
e/ou frequéncia (MOTTA, 2007), ou seja, um farmaco pode tanto aliviar célicas
uterinas por diminuir a frequéncia e amplitude das contragcdes assim como
induzir relaxamento no ténus muscular como um todo. Desta maneira torna-se
de extrema importancia de analisar o efeito de determinadas substancias na

frequéncia, amplitude e tdnus contrétil isoladamente.

Inicialmente trabalhou-se para responder se o resveratrol teria efeito
relaxante em utero isolado de camundongos e se esse efeito seria relevante
em condi¢cdes normais de oxigenacao. Para tanto, primeiramente observou-se
o efeito do resveratrol frente as contragfes fasicas observadas no tdnus
espontaneo uterino, livre da influéncia contratii de qualquer ferramenta

farmacoldgica, sendo observado assim apenas o tbnus espontaneo contratil.

Foi observado que o resveratrol nas concentracdes de 1, 3, 10, 30 e
100uM relaxou o utero isolado de camundongos bem como diminuiu a
amplitude e frequéncia das contragOes uterinas espontaneas de maneira
significante e dependente de concentracao (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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as contracdes fasicas uterinas espontaneas, observou-se também que o
resveratrol mostrou-se mais potente em diminuir a frequéncia uterina. Esses
dados foram confirmados quando se comparou os valores das médias dos
resultados obtidos. Logo, num quadro de dor provocado por exarcebacdo de
tbnus, frequéncia ou amplitude contratil, ao administrar o resveratrol como
farmaco de escolha, provavelmente seria observado alivio com a melhoria do

quadro doloroso.

A ocitocina € um pequeno horménio peptideo com varios locais de acéo
no corpo humano. Ela regula um grande numero de processos relacionados
com a reproducao de todas as espécies. Existem diversos estudos sobre sua
capacidade para estimular a contractilidade uterina. Isto é conseguido por
multiplos mecanismos que envolvem a liberacdo de Ca?* do reticulo
sarcoplasmatico tanto em utero gravidico como nao gravidico (SHMYGOL, A.,
et. al., 2006).

O receptor da ocitocina pertence a familia dos receptores acoplados a
proteina G e que se distribuem de maneiras distintas de acordo com a fase
estral uterina. Depois de ligada ao seu receptor, haverd uma ativacdo da
fosfolipase-C por acoplamento a Gq / G11 com consequente producdo de
segundos mensageiros e por fim, contracdo muscular lisa (KU, C. Y., et. al.,
1995). Para confirmar ou descartar a hipotese de que o resveratrol estaria
agindo em nivel de receptores de ocitocina, receptores esses, responsaveis
majoritariamente pelas cascatas de transducao de sinal em Gtero no tocante as
contracdes, decidiu-se caracterizar o bloqueio exercido pelo polifenol frente as

curvas concentragao resposta cumulativas induzidas por ocitocina.

Foi observado um desvio das curvas para direita, de forma nao paralela
e com reducdo do Emax (Figura 5), sugerindo um antagonismo do tipo nao
competitivo, que foi confirmado pelo valor de “slope” do grafico de Schild o qual
diferiu significativamente da unidade, concluindo que resveratrol ndo esta
agindo em nivel de receptores de ocitocina de maneira direta para promover
seu efeito tocolitico, mas que de alguma maneira o resveratrol interfere na
ligacdo da ocitocina ao seu receptor correspondente, o que atrapalha a eficacia

da contracdo observada na presenca do polifenol estudado.
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Tendo em vista que 0s mecanismos envolvidos na manutencao da fase
tbnica da contracdo sao diferentes em relacdo aos da fase fasica e que o Utero
por esta razdo € um 6rgéo bifasico, ou seja, apresenta contragdes com os dois
componentes: fasico e tonico (ABDELLATIF, 1989; HONDA; TAKANO;
KAMIYA, 1996), resolveu-se entdo verificar se o resveratrol além de relaxar as
contracdes espontaneas fasicas, promoveria também o relaxamento do Gtero
pré-contraido com ocitocina, promovendo assim efeito relaxante sobre o

componente tonico.

Resveratrol (1 — 130 uM) relaxou de maneira significante e dependente
de concentracdo o Utero pré-contraido por ocitocina (CEso = 15,38 = 0,66),
apresentando efeito significativo para tdnus, amplitude e frequéncia (n = 6)
(Gréfico 7A, 7B e 7C respectivamente). No entanto, resveratrol mostrou-se
cerca de aproximadamente 8 vezes mais potente em diminuir a frequéncia das
contracdes uterinas (CEso = 5,72 £ 1,92) quando comparado com o seu efeito
sob a amplitude das mesmas (CEso = 46,14 + 1,13). Caso o resveratrol fosse
utilizado na terapéutica para alivio de dores causadas por contracbes
exacerbadas, o efeito seria provocado pela diminuicdo da frequéncia das
contracbes e ndo pela amplitude. Observou-se também que para o
relaxamento total do Utero, neste caso, utilizou-se uma concentracao a mais de
resveratrol (130 uM) quando comparado aos resultados em tdnus espontaneo.
Esse fato é explicado por nesse tipo de experimento o Utero se encontrar pre-
contraido com ocitocina, o que dificulta o relaxamento muscular. Com estas

condicBes pode-se mimetizar quadros patologicos de descontroles contrateis.

Assim, tendo em vista os resultados preliminares, pode-se até entdo
concluir que em utero isolado de camundongos em condigcdes normais de
oxigenacao, o resveratrol possui efeito relaxante significativo e dependente de
concentracdo, apresentando este efeito tanto no ténus como na frequéncia e
na amplitude das contracdes uterinas avaliadas e que esse efeito é observado

no ténus espontéaneo fasico e sob contragdes tbnicas induzidas.

O ion Ca?* é o principal sinal responsavel pela ativacdo da contracdo do
musculo liso (NEERING; MORGAN, 1980; MORGAN; MORGAN, 1982) sendo

responsavel também por desencadear uma variedade de processos celulares

Juliana da Nébrega Carreiro



EFEITO DUAL DO RESVERATROL EM UTERO ISOLADO DE CAMUNDONGOS SOB NORMOXIA E HIPOXIA 72

nos neurdnios, musculos e muitas células ndo excitaveis tendo como umas das
suas fungdes, a sinalizagéo celular (BERRIDGE; DUPONT, 1995; BERRIDGE,
1997; BERRIDGE; BOOTMAN; LIPP, 1998, BERRIDGE; LIPP; BOOTMAN,
2000; BOOTMAN; LIPP; BERRIDGE, 2001).

A contracdo do musculo liso € iniciada principalmente pelo aumento da
[Ca?*]c, e pode ser alcancada tanto via despolarizacdo de membrana, levando
ao aumento da [Ca?*]c através dos canais para célcio dependentes de voltagem
(Cav), como pela ligacdo do agonista a um receptor, que pode ser
independente do potencial de membrana (SOMLYO; SOMLYO, 2003),
originalmente designados por acoplamentos eletromecanico e farmaco
mecanico, respectivamente (SOMLYO; SOMLYO, 1968). Agonistas como a
ocitocina ligam-se a receptores acoplados a proteina G (GPCRs) e ativam a
cascata de fosfoinositidios, usualmente através da producédo de IP3 (1,3,5
trisfosfato de fosfatidil inositol) mediada pelas proteinas Gq e G11,
estimulando, assim a liberacdo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (RS)
(FUKATA; AMANO; KAIBUCHI, 2001). Os agonistas contrateis podem também
elevar a [Ca?*]c através de receptores de rianodina e estimular a entrada de
Ca?* através dos multiplos tipos de canais presentes no reticulo
sarcoplasmatico (McFADZEAN; GIBSON, 2002).

A principal porta de entrada para o Ca?* que vem do meio extracelular
sdo os canais de calcio dependentes de voltagem (Cav) (CATTERRALL, 2000),
0S quais estdo presentes na membrana celular da maioria das células
excitaveis (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2007). Os Cav séo canais idnicos
proteicos formados por 4 ou 5 subunidades distintas: a subunidade a1, que é a
maior delas e constitui o poro do canal, além de possuir 0 sensor de voltagem
que controla sua abertura; a subunidade a2 que esta ligada a subunidade y e a
subunidade B que € intracelular (CATTERALL et al., 2005)

Varios agentes contrateis causam uma resposta contratil bifasica no
musculo liso, em especial no Utero, consistindo em uma contragdo inicial
transiente — componente fasico, seguido por uma contracdo sustentada —

componente tdnico, que se desenvolve lentamente e é mantida durante o
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periodo de exposicdo principalmente pelo influxo do Ca?* pelos Cav (VAN
BREEMEN; BOLTON, 1979).

E descrito que os mecanismos envolvidos na manutengdo da fase
tbnica da contracdo sao diferentes dos mecanismos envolvidos na fase fasica
(ABDELLATIF, 1989; KOBAYASHI et al., 1989; HONDA; TAKANO; KAMIYA,
1996), tendo a abertura dos Cav, um passo comum das duas vias. Fato esse
gue torna importante a avaliagdo do efeito do resveratrol nas duas condi¢gbes

contrateis.

Sabendo que o resveratrol promoveu efeito relaxante tanto frente o
componente fasico como tbénico, pode-se inferir que 0 mesmo provavelmente
esteja agindo em utero isolado de camundongo em condi¢cdes normais de
oxigenagdo, por meio do bloqueio dos Cav levando o tecido assim ao
relaxamento muscular. Todavia, outros experimentos sdo necessarios para a

confirmagéo dessa hipotese.

E descrito na literatura os efeitos da hipoxia em diversos musculos e
orgaos, como Utero e coracdo, esses efeitos acarretam muitas vezes um mau
funcionamento dos mesmos assim como podem influenciar no mecanismo de
acdo de muitos farmacos utilizados na terapéutica em casos de doencas
(EINSNER, D. A, et. al., 1989).

Sabe-se que a hipoxia causa reducdo do tbnus, da amplitude e da
frequéncia das contragbes uterinas, devido a uma diminuicdo da circulacéo
sanguinea e prejudicando assim o funcionamento de toda maquinaria contréatil.
Essas alteracbes podem culminar em problemas relacionados a distribuicdo
inadequada de oxigénio em todo o tecido e posteriormente causar danos
irreversiveis (WRAY, 1993). Diante destas informagdes sobre hipoxia fez- se
necessaria uma triagem prévia para analisar a resposta do tecido estudado a
exposicdo a hipoxia. Analisou-se essas respostas frente aos tempos de 10, 20,
30 e 45 minutos e foi evidenciado que 0s experimentos seriam realizados com
o tempo padrédo de 30 minutos, pois com esse tempo os efeitos das hipoxia

podiam ser bem observados e o tecido permanecia funcional.
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A visivel perda de ténus, amplitude e frequéncia uterinas em condi¢des
de hipdxia e essa perda pode ser explicada por desregulacdes nos niveis de
ATP, fosfato e variagbes de pH que sdo observadas durantes os experimentos.
A hipdxia pode agravar o quadro de muitas doencas uterinas, como: cancer de
colo de utero, ovario, célicas menstruais e pode também complicar e dificultar o
trabalho de parto normal, levando muitas mulheres a optarem por uma
intervencdo cirdrgica para induzir o parto por nao terem contracdes
suficientemente fortes para que o mesmo ocorra de maneira natural
(ZUl, R., 2013).

O maior problema em casos de hipoxia uterina € a deficiente
suplementacdo do oxigénio no tecido como um todo e em casos de gravidez,
esse fato pode prejudicar e/ou levar o feto a 6bito e em casos de Utero nao

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

Sabendo dessa informacdo, passou-se a investigar o efeito do
resveratrol em Utero isolado de camundongos em modelos de hipoxia, visto
gue o resveratrol € um potente antioxidante utilizado na terapéutica devido a

suas inumeras atividades bioldgicas ja comprovadas cientificamente.

O resveratrol tem atividade antioxidante, sendo utilizados em vérias
dietas suplementares, pode também atuar de modo similar ao estrogénio e
substituir parcialmente este horménio nos tratamentos pds-menopausa,
relacionando-o ainda mais com o aparelho reprodutor feminino (ARICHI, H., et.
al., 1982; FREMONT, L., 2000; JANG, M., 1997; PINTO, M. et. al., 1999).

Dessa forma, primeiramente resolveu-se investigar se o resveratrol
possui efeito regenerativo do tonus uterino apos a exposicédo do tecido a 30
minutos de hipoxia. Ao adicionar o resveratrol na concentracdo de 100 puM, o
Gtero voltava a funcionar (Figura 9) retomando cerca de 50% da for¢a contratil
gue havia perdido devido as lesdes e danos causados pela hipéxia. Levando a
concluir parcialmente que o resveratrol possui efeito regenerativo potente e
estatisticamente significante, fazendo o Utero retomar o seu funcionamento,
mecanismo esse provavelmente diferente do mecanismo de acao relaxante do
resveratrol em Utero em condi¢cées normais de oxigenacdo. Observou-se efeito

relaxante em utero em condicdes normais de oxigenacdo e efeito contratil
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guando o utero se encontrava em meio a hipoxia, ou seja, efeito dual em utero

iIsolado de camundongo.

Apés avaliar o efeito regenerativo do resveratrol apés 30 minutos de
hip6xia em utero 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
concentracdo utilizada em experimentos prévios (100 uM) e posteriormente
induzir hipoxia por 30 minutos na presenca do polifenol, o resveratrol foi capaz
de proteger o Utero contra os efeitos lesivos da hipodxia, tornando o tecido mais

resistente quando comparado ao controle (Figura 12).

Na auséncia do resveratrol, o utero em condi¢cdes de hipdxia, perde
cerca de 75% da forca contrétil nos 10 primeiro minutos de hipdxia, enquanto
que na presenca do antioxidante com o mesmo tempo teste, o Utero perde
apenas 25% da sua forcas (Figura 11). Esses dados foram observados nos
tempos de 0, 10, 20 e 30 minutos (tempos teste analisados em experimentos
de triagem prévia) de hipoxia na presenca e auséncia do resveratrol e
estatisticamente se mostraram relevantes e com o efeito dependente de
concentracédo, levando-nos a confirmar que além de regenerativo, o resveratrol
também possui efeito protetor significativo em atero contra o0 mau
funcionamento contratil causado pela hipéxia. Este fato suporta a idéia de que
um vez utilizado na terapéutica em processos patolégicos uterinos que
envolvam hipdxia, como por exemplo, cancer de colo de Gtero, o resveratrol

pode apresentar tanto efeito paliativo como profilatico.

Com o objetivo de elucidar um pouco mais 0 mecanismo de acao do
resveratrol na hip6xia, avaliou-se e comparou-se o efeito regenerativo do
resveratrol com o efeito observado do tempol, que € um antioxidante mimético
da superoxido dismutase (SOD) e desta forma fazer uma breve comparacéo
entre os dois efeitos dos antioxidantes utilizados para assim avaliar o quanto
seria potente o efeito do resveratrol e dessa forma darmos continuidade aos

Nnossos estudos.

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

comparado ao tempol aproximadamente 3 vezes, dados estes evidentes
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quando comparamos os valores das CEso. Ficou evidenciado que
provavelmente o mecanismo de agédo do resveratrol em promover o efeito
regenerativo em Utero na condicdo de hipoxia € diferente do mecanismo de
acdo do tempol nesse oOrgdo nas mesmas condicbes em nivel funcional
(Figura 12), no entanto mais experimentos S4o necessarios para comparar o
mecanismo de ag&o do resveratrol com o tempol, relacionando sua atividade

antioxidante e musculatura uterina em condi¢des de hipoxia.

Muitos canais para potassio tém sido descritos nas células musculares
lisas incluindo agqueles modulados por ATP, Ca?*, Oz e voltagem (TAGGART,
M. J., 1997). Qualquer efeito de hipdxia sobre a musculatura lisa uterina e
consequentemente sobre estes canais afetard o potencial de repouso da
membrana e € portanto, susceptivel de afetar a forca e frequéncia das
contracdes. (TAGGART, M. J., 1996).

Os canais para K* sao reguladores fundamentais da excitabilidade
celular. Eles estdo envolvidos em varias funcdes fisioldgicas, tais como,
potencial de membrana celular e secrecdo de hormbnios e de
neurotransmissores. Sua atividade pode ser regulada por voltagem, Ca?* ou
por neurotransmissores e consequentemente as vias de sinalizagdo que eles
estimulam (ALEXANDER, S. P. H., et. al., 2007). Esses fatos tornam os canais
de potassio um alvo importante a ser investigado no mecanismo de acédo de
muitas drogas em experimentos que possuem o0 musculo liso como alvo

especifico do seu estudo, como por exemplo o resveratrol.

O resveratrol, em experimentos utilizando TEA* (10 mM), nessa
concentracdo, bloqueador ndo especifico dos canais para potassio, em
modelos de hipdxia mostrou que, 0s canais de potassio provavelmente estao
envolvidos no seu mecanismo de acdo em regenerar 0 musculo uterino, pois
na presenca do bloqueador o efeito regenerativo do resveratrol mostrou-se
estatisticamente diminuido. Dessa maneira pode-se inferir que provavelmente,
em condi¢des de hipoxia o resveratrol promove efeito regenerativo contratil por
bloquear os canais para potassio, processo inverso ao que se observa no
mecanismo de acdo do resveratrol em Utero em normodxia em experimentos
realizados por R. NOVAKOVIC, et al., 2013 (Figura 13).

Juliana da Nébrega Carreiro



EFEITO DUAL DO RESVERATROL EM UTERO ISOLADO DE CAMUNDONGOS SOB NORMOXIA E HIPOXIA 77

Mudancas nos niveis de calcio citosolico também podem acontecer
durante o processo de hipoxia, devido principalmente a um bloqueio dos Cav
gue ocorre em resposta a uma queda e acidificacdo consequente do meio, que
leva o tecido a tornar-se mais acido (HEATON, R. C., et. al., 1993).

E bem descrito na literatura que a principal porta de entrada para o Ca?*
que vem do meio extracelular sdo os canais de calcio dependentes de
voltagem (Cav) (CATTERRALL, 2000), os quais estdo presentes na membrana
celular da maioria das células excitdveis (ALEXANDER; MATHIE; PETERS,
2007). Assim, passamos a analisar uma possivel participacdo dos canais para

calcio dependentes de voltagem no efeito regenerativo contratil do resveratol.

Nestes experimentos, nos quais foi utilizado nifedipino como bloqueador
dos Cav, observou-se que na presenca do bloqueador, o efeito do resveratrol
foi significantemente diminuido quando comparado aos dados obtidos na
auséncia do polifenol. Ao analisar o0s valores numéricos tratados
estatisticamente, pode-se concluir que o efeito do resveratrol (contracdo% =
51,18 * 4,5) foi praticamente abolido ap6s a incubacéo do tecido com nifedipino
(contragéo% = 4,46 + 1,4) (Figura 14).

Esses dados corroboram com a hipétese de que os canais para calcio
provavelmente estdo envolvidos no efeito regenerativo promovido pelo
resveratrol em Utero isolado de camundongos em modelo de hipdxia, ou seja,
nestas condicdes o resveratrol promove efeito regenerativo e contratil por ativar

canais para célcio.

A atividade e distribuicdo de canais ibnicos depende ndo apenas da
musculatura lisa em questdo, mas do estado de desenvolvimento do tecido, no
caso do utero é levado em consideracdo se 0 mesmo esta em periodo
gestacional ou ndo (KHAN, SMITH, MORRISON & ASHFORD, 1993; WEIR &
ARCHER, 1995; URENA, FRANCO-OBREGON & LOPEZ-BARNEO, 1996).

Tais diferencas podem também explicar grande parte da diversidade
encontrada entre os musculos lisos. Qualquer efeito de hipoxia sobre estes
canais afetard o potencial de repouso da membrana e € portanto, susceptivel
de afetar a forca e frequéncia das contracdes, 0 que torna de extrema

importancia a observacao e estudo tanto do ténus, frequéncia como amplitude
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das mesmas. Um ponto geral a considerar € que muitos canais de i6nicos
requerem um nivel basal de fosforilagdo para serem ativados, e, portanto, uma
diminuicdo em ATP pode reduzir o fluxo de corrente (TEWARI & SIMARD,
1994; HILGEMANN, 1997), embora alguns canais de K* ndo sejam ativados
por fosforilacdo (KLOCKNER & ISENBERG, 1985)).

Os Katps estdo presentes em musculo liso e tém sido propostos como
uma ligacdo importante entre o metabolismo celular e atividade elétrica, e em
particular, faz parte do mecanismo subjacente a dilatacdo de arteriolas
coronarias e cerebrais durante a hipoxia. Relatos mostram que 0s Katps
representam o0s subtipos de canais para potassio com participacdo mais
significativa nos efeitos causados pela hipéxia (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 hipoxia, a queda dos niveis de
ATP e o aumento nos niveis de ADP acontece junto com uma diminui¢do do
pH intracelular, esses efeitos conduzem a abertura do canal e hiperpolarizacao
da célula muscular lisa. Isto ird resultar em relaxamento da musculatura em
questdo (ZHANG & BOLTON, 1996), ainda assim o papel dos Katps em hipdxia
uterina permanece com muitos questionamentos e precisa de muitos outros

estudos e esclarecimentos.

Sabendo da importancia dos niveis de ATP e canais i6nicos na
musculatura lisa em hip6xia, passamos a analisar a possivel participacdo do
canais para potassio sensiveis ao ATP no efeito do resveratrol em Uteros em

modelos de hipdxia.

Para avaliar a possivel participagdo dos Kartes no efeito regenerativo do
resveratrol em uUteros em modelos de hipoxia, utilizou-se glibenclamida, um
bloqueador especifico desses canais citados.

Observou-se que na presenca do bloqueador, o efeito regenerativo do
resveratrol, mostrado por percentagem de contracdo foi diminuido
significativamente. Na auséncia do blogqueador o efeito do resveratrol
(% contracao = 51,18 + 4,50) mostrou-se cerca de aproximadamente 23 vezes

maior do que na presenca do mesmo (% contracéo = 2,24 + 1,40) (Figura 15),
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ou seja, quando os canais para potassio sensiveis ao ATP estédo bloqueados, o
efeito do resveratrol é praticamente abolido, fato que nos leva a concluir que
provavelmente esses canais estdo envolvidos no efeito regenerativo e contratil
do polifenol em utero isolado de camundongos em modelo de hipoxia. Em
suma, o resveratrol em utero isolado de camundongo em modelos de hipdxia,
induz efeito regenerativo e contratil por possivelmente bloquear canais para
potéssio sensiveis ao ATP.

Com base nos achados deste trabalho, pode-se inferir que o resveratrol
possui efeito dual em utero isolado de camundongo e que o efeito observado
depende totalmente das condicbes de oxigenacdo oferecida ao tecido.

Resveratrol possui efeito relaxante em Gtero em condigbes normais de
oxigenacdao tanto frente as contracfes fasicas como sobre o componente ténico
da contracdo uterina. Esse efeito relaxante € observado tanto nas frequéncias
como na amplitude e tonus das contragoes.

Resveratrol, em modelos de hipdxia uterina apresentou efeito contrétil,
protetor e regenerativo. Observou-se também que o efeito regenerativo do
resveratrol € mais potente e significativo que o do tempol e que esse efeito é
explicado pela ativacdo de canais para calcio e bloqueio dos canais de
potassio, mais especificamente 0s Katps.

Estes resultados sdo as bases iniciais para novos estudos com
resveratrol, para que futuramente seja estabelecida uma utilizacdo clinica,
segura e eficaz, desta droga. Ele permite ainda que novos ensaios sejam
projetados visando aprofundar suas caracteristicas farmacoldgicas, uma vez
gue este composto mostrou-se seguro e eficaz e, testes humanos no tocante &
sua toxicidade e doses e/ou concentragdes testadas, tornando-se futuramente
uma ferramenta terapéutica eficaz no auxilio de muitos tratamentos de doencgas
gue acometam o sistema reprodutor feminino, como por exemplo, cancer de

colo de utero.
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6. CONCLUSAO

O conjunto de resultados obtidos neste trabalho nos permite concluir que
o resveratrol:

Em normoéxia:

e Possui efeito relaxante frente as contracdes fasicas e espontaneas em
Utero isolado de camundongo;

e Antagoniza de maneira ndo competitiva os receptores de ocitocina para
promover efeito tocolitico;

¢ Induz relaxamento em Utero pré contraido com ocitocina;

e Mostrou efeito relaxante no tocante a frequéncia, amplitude e tdbnus

Sob hipoéxia:

e Possui efeito contrétil e regenerativo em Utero isolado de camundongos;
e Protege o Utero contra as lesdes causadas pela hipodxia;
e Tem o efeito regenerativo mais potente que o antioxidante tempol;

e Apresentou a participacdo dos canais de potassio, bloqueando-os no
seu mecanismo contratil observado em utero em hipdxia;

e Possui o0 envolvimentos dos CAv no seu mecanismo contratil em Utero
em modelo de hipdxia, ativando-os;

e Induz efeito contratii e regenerativo em Uutero em hipoxia por
provavelmente bloquear 0S Katps.
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Brain Angiotensin-II-derived Reactive Oxygen Species: Implications for

High Blood Pressure

Alynne S. Carvalho, Drielle D. Guimaraes, Bruna P. V. Dantas, Juliana N. Carreiro, Leonidas G. Mendes-Junior, Maria S. Franga-Silva,
Matheus M.O. Monteiro, Naiane F.B. Alves, Suénia K.P. Porpino,Thyago M. Queiroz and Valdir A. Braga*

Biotechnology Center, Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa, PB, Brazil

‘ Abstract

Hypertension and its relation to free radicals have been matter of continuous research worldwide. This review is
based on the premise that some forms of neurogenic hypertension is, in part, caused by the formation of Angiotensin-
Il (Ang Il)-derived reactive oxygen species within the brain, especially in areas along the Subfornical Organ-
Paraventricular Nucleus of the Hypothalamus-Rostral Ventrolateral Medulla pathway (SFO-PVN-RVLM pathway). Here
we will discuss the recent contribution of our laboratory and others regarding the mechanisms by which neurons in the
Rostral Ventrolateral Medulla (RVLM) are activated by Ang Il, how they communicate with the SFO and PVN and more
importantly, how Ang Il-derived Reactive Oxygen Species (ROS) participate along the SFO-PVN-RVLM pathway in the

pathogenesis of neurogenic hypertension.

Keywords: Superoxide; Sympathetic; Angiotensin; Subfornical
organ; Rostral ventrolateral medulla

Introduction

The mechanisms underlying neurogenic hypertension have been
matter of continuous research worldwide. This review focus on the
hypothesis that neurogenic hypertension is, in part, caused by the
formation of Angiotensin-II (Ang II)-derived reactive oxygen species
in key cardiovascular nuclei, especially in the Rostral Ventrolateral
Medulla (RVLM).

Ang 11 is the major effector of the Renin-Angiotensin—-Aldosterone
System (RAAS). This system consists mainly of a 2-step enzymatic
cascade catalyzed by renin and Angiotensin-Converting Enzyme
(ACE), generating Ang II [1], the effect of Ang II is mediated by Ang
IT receptors. Two isoforms of Ang II receptor have been identified:
type 1 receptor (ATIR) and type 2 receptor (AT2R). In general, it is
accepted that cardiovascular effects of Ang II such as vasoconstriction,
regulation of fluid and drinking behavior are ascribed to ATIR.
Besides, ATIR is involved in the progression of cardiovascular diseases
including hypertension, atherosclerosis, cardiac hypertrophy and heart
failure [2,3].

An additional component of the RAAS family, angiotensin-
converting enzyme2 (ACE2) cleaves Ang I and Ang II into Ang 1-9
and Ang 1-7, respectively [4]. Studies show that ACE2 promotes
beneficial effects, such as important in vasodilatation, natriuresis and
to inhibit heart failure. These effects seems to be related with inhibition
of oxidative stress, since ACE2 deficiency leads to an Ang II-mediated
activation of the NADPH oxidase system and exacerbated oxidative
stress leading to hypertension [4,5]. Abundant evidence now points to
oxidative stress as a key mechanism in Ang II-dependent neurogenic
hypertension [6,7]. Furthermore, it has become evident that reactive
oxygen species are important in the increase in blood pressure elicited
by Ang II administered peripherally or directly in the Central Nervous
System (CNS). However, considering that Ang II is composed by eight
amino acids, which makes it incapable of crossing the Blood Brain
Barrier (BBB), the mechanisms underlying how circulating Ang II
acts within the brain to eventually modulate sympathetic activity and
induce hypertension remain unknown. The most accepted hypothesis
is that angiotensin II, as any other circulating lipophobic substance,
acts on neurons in specialized regions of the brain known as the

J Hypertens
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Circumventricular Organs (CVOs), which partially lack the normal
BBB, in order to alter the function of other brain regions protected by
this important barrier that “filters” what enters the CNS. As a result,
activation of the CVOs triggers the local production of Ang II in
brain areas protected by BBB, mainly the RVLM, which in turn alters
sympathetic drive. Here we will discuss the recent advances regarding
the mechanisms by which neurons in the RVLM are activated by Ang
II/ROS and how Ang II-derived reactive oxygen species participate
along the SFO-PVN-RVLM pathway in the context of neurogenic
hypertension.

Reactive Oxygen Species in the Brain

The pathways for production of reactive oxygen species in
mammalian cells have been revised elsewhere [8]. The first evidence
that Ang II activates NADPH oxidase in vascular smooth muscle
cells to produce ROS was presented by Griendling and colleagues [9].
More recently, accumulating evidence from our laboratory and others
suggest that, like vascular cells, neurons also require ROS to carry out
crucial functions related to central control of blood pressure [10-15].

There is compelling evidence that superoxide anion is necessary to
elicit the vasopressor, bradycardic, and dipsogenic responses produced
by intracerebroventricular (ICV) administration of Ang I in conscious
mice [16]. It has also been shown that Ang II causes robust increases
in superoxide production in cultured SFO neurons. In addition,
adenoviral-mediated delivery of cytoplasmically targeted superoxide
dismutase (SOD) selectively to the SFO abolishes the cardiovascular
and dipsogenic actions of Ang II in normotensive mice and prevents
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ANEXO IV
Manuscript Details
Manuscript number ANIREP_2016_13
Title Resveratrol promotes protection and recovery of uterine contractions during
hypoxia
Article type Research Paper
Abstract

The effect of resveratrol in normoxic and hypoxic uteri was evaluated in this study. Resveratrol (1, 3, 10, 30, 100 uM)
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, 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 reduced
following incubation with nifedipine (% contraction = 4.46 + 1.4). We conclude that the beneficial effect induced by
resveratrol in hypoxic uterus is mediated by activation of potassium channels, particularly KATP channels.
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