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1 - INTRODUGAO

As respostas contrateis do Gtero gravido ou ndo-gravido a agentes miotrépicos
€ controlada, fisiologicamente, por fatores endocrinos, neurais e humorais locais.
Entre os fatores endodcrinos, os mais relevantes no controle da reatividade uterina
sao os horménios esteroidais sexuais estradiol e progesterona, produzidos pelo
ovario, bem como a adrenalina, liberada pela medula adrenal, e a ocitocina (OT),
produzida pela neurohipofise. A produgao dos hormdnios esteroidais éexuais pelos
ovarios é regulada por horménios hipofiéérios, como o hormoénio luteinizante (LH), o
horménio estimulador de foliculo (FSH), o hormdnio liberador de gonadotropina
(GnRH) e a préopria OT. A secregao fisiolégica de LH e FSH é regulada
positivamente pelo GnRH em nivel hipdtalémico, e negativamente pelos hormdnios
esteroidais sexuais, que atuam inibindo os efeitos desses horménios (Thorner et al.,
1992). Além disso, as alteragdes na producdo de estrogeno e progesterona pelo
ovario sao importantes no controle funcional e morfoldgico de outros componentes
do trato reprodutivo feminino, como o endométrio uterino e os tecidos adjacentes ao
utero, como cérion, amnio, placénta, vaginé e ovario (Jones e Challis, 1990).

Ha evidéncias substanciais que as alteragdes hormonais que ocorrem durante
a gestagé'o influenciam fnarcadamente a reatividade uterina (Marshall, 1962),
particularmente com respeito a progestérona € ao estradiol, os quais parecem ser 0s
principais determinantes da aquiescéncia uterina ao longo de grande parte da
gestacao e da sua supressao abrupta por ocasido do parto, respectivamente
(Csapo, 1981, Garfield, 1982). A progesterona é importante na preparagdo do

endomeétrio para a implantagdo do ovulo fecundado, bem como para a manutengao



~ da gravidez (Swahn e Bygdeman, 1988; Wolf et al., 1989). A aquiescéncia uterina
induzida pela progesterona, durante a gestagao, pode envolver dois mecanismos: a
reducao da expressao dos receptores estrogénicos, e 0 aurﬁento da expressao dos
P.-adrenoceptores que por estimulérem a formagao de monofosfato de 3'5'-
adenosina ciclico (AMPc) inibem a reatividade uterina (Kamm e Stull, 1989; para
revisdo ver Neulen e Breckwoldt, 1994). Em contrapartida, o estradiol aumenta a
reatividade uterina ao final da gestagao por estimular, no miométrio, a expressao de
receptores para agentes miotrépicos (Maggi et al., 1988; Windmoller et al., 1983;
Wollberg et al., 1992) e de juncbes comuniéantes (“gap junctions”) entre as células
musculares lisas uterinas (Garfield et al., 1988; Chwalisz et al., 1991; Tabb et al.,
1992). Além desses mecanismos, a produgao de relaxina, outro horménio produz_ido
exclusivamente pelo corpo lateo e placenta, parece possuir efeito inibitdrio sobre a
reatividade Uterina de camundongos (Vasilenko e Mead, 1987), ratos (Fields et al.,
1992), suinos (Sherwood et al., 1993) e primatas (Weiss, 1987; Petersen et al.,
1991).

Duranie a gravidez, a placenté também exerce fungdes endocrinas destacadas
em muitas espécies, produzindo diversos dos hormoénios hipofisarios mencionados
acima, ou seja LH, FSH, GnRH, bem como progesterona e estradiol (Silver-Khodr e
Khodr, 1977;v Kriger, 1982; Saijionmaa et al., 1988). Além desses fatores
influenciarem diretamente a reatividade uterina, podem ainda reduzir a reatividade
da musculatura lisa vascular local (circulacao Gtero-placentaria e fetal) ou sistémica
a vasoconstritores fisiologicamente importantes, como a angiotensina Il (Gant et al.,
1973, 1987) e a adrenalina (Nisell et al., 1985), ou aumentar os niveis circulantes de

vasodilatadores, como a prostaciclina (Goodman et al., 1982), acetilcolina e o



“peptideo relacionado ao gene da calcitonina” (Nelson e Steinland, 1987; Nelson et
al., 1993). Tais alferagées parecem ser fundamentais na adequa¢éo do sistema
cardiovascular ao estado gestacional, e falhas nesse processo adaptativo podem
estar implicadas em algumas fisiopatologias, como parto prematuro e pré-eclampsia
em humanos (Tulchinsk et al., 1972, Weir et al., 1975, Hercz, 1985; Clark et al.,
1989; Wolff et al., 1993), bem como em cobaias (Sumida et al., 1985; Sierra e
Tiffany-Castiglioni, 1992) e bovinos (Schallenberger et al., 1989).

A musculatura lisa do miométrio € inervada por ambas as divisbes do sistema
nervoso autdénomo, através de fibras parassimpaticas colinérgicas do nervo pélvico
e de fibras pds-ganglionares simpaticas noradrénérgicas dos ganglios mesentérico
inferior e hipogastrico. Os dois tipos de inervagao originam respostas excitatorias
mediadas por colinoceptores do sub-tipo M5 e adrenoceptores a,, respectivamente,
mas a desnervagao do utero acarreta per se alteracoes m'Uito discretas da
contratilidade do miométrio (Kao, 1977; Kamm e Stull, 1989). Indubitavelmente, o
co‘mponente autondmico mais relevente no controle da contratilidade do miométrio é
exercido pela adrenalina liberada pela medula adrenal, que, por agao endécrina e
dependendo do estado fisiologico e da espécie considerada, pode provocar
contracao ou relaxamento do utero ao interagir com adrenoceptores «; ou B,
respectivamente.

Ha, ainda, alguns fatores humorais locais muito importantes no controle da
motilidade uterina, como os eicosandides (prostandides e leucotrienos) e
possivelmente as endotelinas. A produgdo desses “hormédnios de agao local” (ou
autacoides) pelos diversos tecidos uterinos € regulada por diversos fatores

enddcrinos e por citocinas (Casey et al., 1989; Mitchel, 1991, Sakurai et al., 1991,



Economos et al., 1992; Snyder et al., 1994). Tanto os eicosan(')‘ides quanto as
endotelinas parecem influenciar de modo importante, ou até mediar, as respostas do
miomeétrio atuando através de meéanismos autécrinos ou paracrinos. Um
detalhamento das principais a¢bes das endotelinas e das prostaglandinas, bem

como da OT, no utero é apresentada abaixo.

1.1. Endotelina

Descoberta no sobrenadante da cultura de células endoteliais de aorta suina, a
endotelina-1 (ET-1) tem como caracteristica mais marcante a capacidade de induzir
pronunciado efeito vasopressor in vivo e vasoconstritor in vitro (Yanagisawa et al.,
1988). Estudos subsequentes verificaram que a ET-1 faz parte de uma familia de
varios peptideos que inclui a ET-2, ET-3 (Inoue et al., 1989) e o “peptideo intestinal
vasoconstritor” (ou ET-B), uma variante da ET-2 presente em camundongos e ratos
(Bloch et al., 1991). As ETs apresentam grande homoldgia estrutural com as.
sarafotoxinas, toxinas presentes no venenov da serpentevisraelense Atractaspis
engaddensis (Sokolovsky, 1992).

Cada isoforma de ET é sintetizada a partir de uma pré-pro-ET especifica, cada
qual codificada por um gene distinto, em d.uas etapas proteoliticas (lnoue et al.,
1989). A primeira clivagem é feita, possivelmente, por uma convertase chamada
furina, originando um peptideo intermediario biologicamente inativo, denominado
big-ET (Denault et al., 1995). A segunda clivagem é efetuada por uma enzima
conversora de ET (ECE), que converte cada big-ET em seu peptideo ativo
correspondente. Duas ECEs ja foram clonadas: a ECE-1 (Xu et al, 1994; Shimada et

al, 1994) e a ECE-2 (Emoto e Yanagisawa, 1995). Essas enzimas podem ser



diferenciadas quanto a sua localizagao celular, pH étimo de atividade e sensibilidade
ao bloqueio pelo inibidor de metalopeptidases fosforamidom. Por outro lado, as ETs
podem ser degradadas por outra metalopeptidase, a endopeptidase neutra [E.C.
3.4.24.11], também chamada de encefalinase (Ronco et al.,, 1988; Roques et al.,
1993). Esta enzima € mais sensi.vel ao bloqueio pelo fosforamidom do que a ECE-1,
mas, ao contrario das ECEs, a encefalinase parece exercer uma atividade
profeolitica muito mais generalizada, sendo capaz de inativar varios outros
peptideos, incluindo as encefalinas, a bradicinina e a substancia P (Dusser et al.,
1988; Djokic et él., 1989; Frossard et al., 1989).

Os efeitos das ETs e das sarafotoxinas sao mediados pela ativagao de
receptores endotelinérgicos especificos, que sao constituidos de sete dominios
transmembrana e acoplados, através de proteinas G, a diversas vias de transducgao
de sinal (para revisao ver Masaki ét a/., 1994; Sokolovsky, 1995). Ja foram clonados
3 tipos de receptores endotelinérgicos distintos, designados de ET,, ETg e ET:. O
receptor ET, possui maior afinidade por ET-1 e ET-2 que pela ET-3, enquanto que o
receptor ETg apresenta afinidades semelhantes as trés isoformas (para revisao ver
Masaki et al., 1994). O receptor ET, foi clonado apenas no genoma de anfibio, e
revela maior afinidade peIaIET-3 do que pela ET-ﬁ (Karne et al., 1993). No entanto,
ha ainda evidéncias funcionais e bioquimicas para a existéncia de subtipos de
receptores para ET, e ETg, e de receptores atipicos (para revisao ver Bax e Saxena,
1994). |

A principal via envolvida nos efeitos contrateis mediados por ativagao de
receptores endotelinérgicos em musculatura lisa vascular ou nio-vascular € a da

fosfolipase C (PLC), acarretando a producdo de inositol 1,4 5-trifosfato (IP;) e



diacilglicerol {(DAG) (para revisbes ver Huggins et al, 1993; Sokolovsky, 1995). O
aumento do IP; estimula a mobilizacdo de ions calcio a partir dos depositos
intracelulares sarcoplasmaticos, enquanto que o DAG ativa as proteinas quinases C,
provocando fosforilagbes protéicas especificas e aumento do influxo de calcio
através de diversos canais catibnicos. Assim, a ativacdo de receptores
endotelinérgicos induz, frequentemente, um aumento da concentragao citosolica de
calcio livre. Talvez por esse mecaniémo, ou por acoplamento direto mediado por
proteina G, as ETs também podem ativar a fosfolipase A, (PLA,) a mobilizar acido
araquiddnico para a sintese de dois tipos de eicosandides: prostandides ou
leucotrienos (Resink et al, 1989; Reynolds et al., 1989). Dependendo de quais
prostanodides sao produzidos em resposta a ativagdo de receptores endotelinérgicos,
tais substancias podem mediar parte dos efeitos contrateis das ETs em alguns
tecidos, mas podem também limitar as agoes desses peptideos em outros ('Hyslop e
De Nucci, 1992). Por outro lado, as ETs também podem, em certos tecidos ou
células, mbdular a atividade da adenilato ciclase, provocando aumento (Sokolovsky,
1992) ou redugao dos niveis citosdlicos de AMPc (Yang et al., 1991), ou ainda
ativar a guanilato ciclase citosolica atravbés da sintese de 6xido nitricé em células
endoteliais e epiteliais (De Nucci et al., 1988; Filep et al., 1993).

As ETs, principalmente a ET-1, podem ser moduladores importantes da
fisiologia reprodutiva feminina. Tanto as ETs quanto os receptores endotelinérgicos
sao encontrados no utero (Bousso-Mittler ef al., 1989; Kozuka et al, 1989; Rae et al.,
1993; Word et al., 1990; Maher et al., 1991; Fried et al, 1993), principalmente no
endométrio mas também no miométrio, e em tecidos circunvizinhos como placenta,

amnio, veias utero-placentarias e umbilicais (Sunnergren et al., 1990; Hemsén et al.,



| 1991; Svane et al., 1993; Horwitz et al.,, 1995; Rae et al., 1995). Por outro lado, as

ETs sao bastante potentes em causarem contragdes sustentadas em miométrio
nao-gravido ou gravido de varias espécies, inclusive em ratas (Calixto e Rae, 1991)
e humanos (Word et al., 1990), que parecem ser mediadas, em grande parte, por
ativagao de receptores ET,. Contudo, o utero de rata também expressa RNAm para
receptores ETg (Sakurai et al., 1990), mas a fungdo desses receptores na
contratilidade uterina nessa espécie nao foi ainda caracterizada. No utero humano,
Wolff et al. (1996) descreveram qué os receptores ETg poderiam mediar respostas
relaxantes da porgao cervical, a exemplo de prostaglandinas inibitérias (ver abaixo).
Assim disfungdes na produgao ou acéao local das ETs poderiam estar‘implicadas em
estados fisiopatolégicos como a dismenorréia, parto prematuro e pré-eclampsia
(Allen et al., 1989; Nissel et al., 1991; para revisao ver Rae et al., 1995).

Outro fator importante a ser destacado € que a expressao dé ET-1 e dos
receptores endotelinérgicos no utero é controlada por horménios esteroidais
sexuais. Nesse sentido, ha evidéncias de.que a progesteroha reduz a densidade de
receptores ET, no Utero de coelho e de ovino, enquanto que o oposto ocorre no
utero de animais tratados com estrogeno (Riley et al., 1994). Também demonstrou-
se que os niveis de RNAm para ET-1 no endométrio humano variam no transcorrer
do ciclo menstrual, sendo mais elevados na fases pré-menstrual e menstrual, do que
nas fases proliferativa e secretéria inicial (Economos et al., 1992). Além disso, as
ETs podem estimular a formagao dos horménios esteroidais sexuais pelo ovario
(Usuki et al., 1991), e. de diversbs -horménios hipofisarios, como hormoénio
adrenocorticotropico (ACTH) (Calogero et al., 1994; Vierhapper et al.,, 1995), GnRH

(Stojikovic et al., 1990), LH, FSH e o hormoénio estimulador da tiredide (TSH)



(Kanyicska et al., 1991). No entanto, a ET-1 pode inibir a liberagado de prolactina

(Samson et al., 1990; para mais detalhes ver Wolff, 1996).

1.2. QOcitocina

A OT & um peptideo neurohipofisario com potentes acbes uterotropicas que
vem sendo utilizado, ha muito tempo, para'a inducao do trabalho de parto em
humanos. Tanto em ratas quanto em humanos, a OT, a exemplo da vasopressina
(VP), é expressa em sitios hipotalamicos e extra-hipotaldmicos, principalmente em
final de gestagao e pos-parto, ambas sendo sintetizadas por neurénios distintos dos
nucleos para-ventriculares e supra-optico (George, 1978; Cardwell et al., 1987). No
transporte atraves dos neurdnios, a OT associa-se a neurofisina I, enquanto que a
VP liga-se a neurofisina Il (Diericks e Vandesande, 1979). Como o estfadiol
aumenta a expressao da neurofisina |, mas nao da neurofisina 1l, a disponibilidade
de OT para neurosecregcao & aumentada seletivamente ao final da gestacao
(Pedroza e Rosher, 1975; Robinson, 1975).

Embora a OT também apresente afinidade por receptores vasopressinérgicos
V, el V,, seus potentes efeitos contréteié no utero sao mediados por receptores
ocitocinérgicos especificos (Maggi et al., 1990; Liggins e Thornburn, 1994;
MacDonald, 1’993), que foram clonados recentemente (Kimura et al., 1994). As
contragdes uterinas induzidas pela VP sao menores do que as produzidas pelé oT.
e, além disso, a expressao de receptores V, permanece inalterada durante o final de
gestacao ou no utero a termo (Maggi et al., 1990; Tence et al., 1990, Brinner et al.,
1992). Ao contrario, a expressao de receptores ocitocinérgicos, em todos os tecidos

uterinos, € modulada positivamente na presenca de estrogénio (Maggi et al., 1991).



A exemplo das ETs, os efeitos contrateis da OT no miométrio sao
conseqiiéncia da ativagdo da PLC, induzindo a geragao de IP;, DAG e o aumento
dos niveis citosdlicos de célcio por mobilizagao de depositos reticulares ou influxo
do ion através de canais dependentes de voltagem do tipo L (Tésaka et al., 1991;
Thornton et al., 1992; Molnéf e Hertelendy, 1995). Além disso, a OT também
estimula, direta ou indiretamente, a produgcao de prostandides no utero humano
(Fuchs et al., 1981; Wilson et al., 1988), ou de primatas (Schrey et al., 1988), suinos
(Whiteaker et al., 1994), coelhos (Riemer et al.,, 1986) e ratos (Chan et al., 1993;
Molnar e Hertelendy, 1995). Outros aspectos importantes a serem conéiderados sao
o sinergismo entre os efeitos contrateis da OT e da ET-1 no utero humano (Maggi et
al., 1993), bem como a capacidade da OT estimular a producao de ET-1 por células -
endometriais cultivadas de coelho (Economos ef al., 1992). Pbr_ outro lado, parece
que a expressao dos receptores para OT é facilitada pelas prostaglandinas, efeito
provavelmente dependente do endométrio ou decidua em varias espécies, inclusive
em ratas (Chan, 1987).

~Os niveis plasmaticos de OT geralmente élevam-se ao final da gestagao e
mais ainda por ocasiao do parto, mas voltam a reduzir-se no periodo imediatamente
apoés o parto (Dawood et al., 1978, 1979). Foi> observado que, em varias espécies, a
sensibilidade do miométrio @ OT aumenta nas fases finais da gestagdo ou préximo
ao termo, em parte devido ao aumento da expressao de receptores ocitocinérgicos.
Tais ocorréncias foram registradas em humanos (Fuchs et al., 1984; Garfield e
Beier, 1989; Kimura et al, 1992), ratos (Garfield e Beier, 1989; Chan e Chen, 1992;
lzumi et al., 1995), cobaias (Alekandrova e Soloff, 1980) e coelhos (Riemer et al_,

1986). Por outro lado, a OT produz um efeito relaxante na porgcédo cervical do
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miométrio caprino que pode cdntribuir para a molificagao (ou amadurecimento)
cervical que facilita a passagem fetal no parto (Khalifa et al., 1992). Embora a OT
paregca exercer, pelo menos, um importante papel facilitatério na expulsdo fetal,
ainda ha controvérsias quanto a real importancia dela como deflagrador fisiologico
do trabalho de parto, pois a auséncia do horménio retarda, mas nao abole, esse

processo (Gorodeski et al.,, 1990; Word et al., 1992).

1.3. Prostaglandinas

As prostaglandinas, bem como o prostandide tromboxano A,, sao formados,
por agao sequencial da ciclo-oxigenase e de diferentes isomerases, a partir do acido
araquiddnico liberado de fosfolipides da membrana celular por ativagao da PLA,
(para revisdo ver Coleman et al, 1994). Esses compostos incluem o0s
endoperodxidos, a prostaciclina (PGl,), prostaglandina F,, (PGF,,), prostéglandina E,
(PGE,), prostaglandina D, (PGD,) e o tromboxano A, (TXA,). Os prostandides nao
devem ser confundidos com outros eicosandides derivados do acido araquidénico,
os leucotrienos, pois esses ultimos sao formados pela via das lipo-oxigenases e
atuam atraveés de outros tipos de receptores (Borgeat e Samuelsson, 1979).

Os prostandides sao produzidos amplamente por todos os tecidos onde
pareéem desempenhar multiplas funcoes fisiolégicas e, por vezes, fisiopatologicas
impoﬁantes, atuando como hormoénios de acao local ou autacoides. Tais agdes sao
mediadas pela ativagao de diversos tipos de receptores acoplados a proteinas G,
que foram classificados em DP, EP (sub-tipos EP,, EP,, EP; e EP,), FP, IP e TP
(para revisao ver Coleman et al,1994). Esses receptores apresentam maior

afinidade para PGD,, PGE,, PGF,, PGIl, e TXA, respectivamente, mas a
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especificidade de qualquer um deles é limitada. Os receptores DP, EP, e IP sao
acoplados positivamente a adenilato ciclase através da proteina Gs, enquanto que o
receptor EP, regula negativamente a atividade dessa enzima através da proteina Gi.
Por outro lado o receptor EP; pode ainda, a exémplo dos receptores FP, TP e talvez
EP,, estimular a PLC através do acoplamento @ membros da familia de proteinas
Gq.

As prostéglandinas mais abundantes no utero da maioria das espécies sao a
PGF,, e PG.-E2 | (Goldberg e Ramwell, 1977), enquanto que entre os diversos
receptores para prostandides, os de maior expressao no utero sao o EP; (Sugimoto
et al., 1992) e o FP (Whalley e White, 1980). Porém, esse 6rgao também apresenta
receptores DP, EP,, EP, e TP em varias espécies inclusive a humana (Senior et al.,
1992) e ovina (Cralnkshaw e Gaspar, 1995), além do receptor EP,, pelo menos no
utero de hamster (Yeardley et al., 1992). Diante disso, atuando em receptores FP e
EP, (e em menor grau EP,), a PGF,, e a PGE, s30 potentes agonistas contrateis do
miométrio em varias espécies, inclusive em rétos (Takayama, 1986). O mecanismo
celular parece ser mediado, principalmente, por influxo de calcio através de canais
dependentes de voltagem do tipo L, subsequente a ativagao da PLC (Molnar e
Hertelendy, 1995). Por outro lado, possivelmente por ativagao de receptores EP, e
estimulacao da adenilato ciclase, a PGE, pode relaxar porgoes cervicais ou do istmo
do miométrio ovino (Crankshaw e Gaspar, 1995) ou humano (Wikland et al., 1984;
Bryman et al., 1986). |

As prostaglandinas ainda exercem um papel fisioldgico muito importante na
fertilidade, atuando em nivel de ovario. Nesse sentido, € através do aumento da

sintese de prostaglandinas que o LH e o FSH finalizam a etapa da ruptura dos
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foliculos ovarianos e a liberagao do odcito maduro em varias espécies, incluindo
| coelhos, ratos, suinos e humanos, entre outras (DeWitt, 1990). Esse efeito
luteotropico € induzido por ativagao da adenilato ciclase e aumento dos niveis de
.AMPC pela PGl,, PGD, e PGE, (Hahlin et al., 1988; Bennegard et al., 1990). Por
outro lado, a PGF,, parece exercer efeito luteolitico (ou lutedlise) em varias
espécies como, por exemplo, ratos (Norjavaara e Rosberg, 1986), bovinos (Milvae,
1986), ovinos (Watkins e Moore, 1987) e cobaia (Evans, 1987). Em cabras, a
lutedlise parece envolver uma agao sinérgica entre a PGF,, e a OT (Cooke e
Homeida, 1984). Poréem, embora o corpo luteo de humanos também apresente
receptores FP, a PGF,, nao parece ser muito efetiva em ocasionar lutedlise em
nossa espécie (Coleman et al., 1994).

Apesar das prostaglandinas PGE, e PGF,, serem utilizadas para induzir
-aborto, inclusive em humanos, e de inibidores de sintese de prostaglandinas serem
efetivos na prevengao de parto premafuro, ainda ha duvidas quanto ao real papel
fisioldbgico desses compostos no trabalho de parto (Wolff, 1996). Contudo, durante o
vparto, ha um aumento da sintese de prostaglandinas no utero, que é influenciada
principalmente pelas alteragdes hormonais fetais em bovinos (Zdunczyk e Janowski,
1989) e nos varios tecidos adjacentes ao miometrio em ovinos (Thornburn et al.,
1988). Finalmente, é interessante salientar que varios mediadores capazes de
contrair 0 miométrio também estimulam a sintese de prostaglandinas no utero ou
nos tecidos adjacentes a ele, como, entre outros, histamina, bradicinina,
angiotensina, citocinas, OT e ET-1 (Chan et al., 1993; Ahmed et al., 1992; Peri et al.,

1992; para revisao ver De Witt, 1991).
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1.4. Variacoes segmentares da reatividade do miométrio a agonistas

contrateis

A maioria dos trabalhos normalmente nao distingue se o miométrio, em varias
espécies, apresenta diferencas segmentares de reatividade a diferentes agentes
miotropicos. No entanto, alguns estudos tém revelado que a sensibilidade do
miomeétrio humano a agonistas contrateis (ou a distribuicdo de receptores para
esses agentes) € heterogénea. Porgdes superiores (corpo) sdo mais sensiveis que
as inferiores (istmo ou cérvix) a prostaglandinas (PGs; Wikland et al., 1984) e
apresentam maior densidade de receptores para ocitocina (Fuchs et al., 1984) e de
RNAm para receptores das endotelinas (Wolff et al., .1996). Porcdes cervicais de
utero isolado de rata prenhe, em final de gestagao, sdo mais sensiveis a OT que as
porgbes ovarianas (Gorodeski et al.,1988; 1990). Eéses achados sugerem que
diferentes regides do miometrio apresentam susceptibilidades diferentes as agodes
modulatérias de horménios esteroidais. E possivel que as variagdes segmentares da
reatividade uterina aos mediadores miotropicos endégenos sejam relevantes para a

fisiologia do trato reprodutivo feminino.
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2 - OBJETIVOS

Diante do exposto na Introdugao e considerando que a PGF,,, a OT e ET-1
parecem ser os agentes contrateis fisiologicamente mais relevantes no Gtero de

mamiferos, o presente trabalho teve por objetivos:

1. Investigar a reatividade de diferentes por¢gdes do miométrio uterino isolado de

rata nao-prenhe e prenhe de 12 ou de 21 dias a ET-1, OT e PGF,,.

2; Determinar o papel exercido pelos prostandides endoégenos nas contracdes
induzidas por ET-1,0T e PGF,, no utero isolado de rata ndo-prenhe ou prenhe
de 12 ou de 21 dias, através da analise da influéncia de inibidores de ciclo-
oxigenase e da dexametasona sobre a reatividade de diferentes porgoes do

miométrio a esses agonistas.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizadas ratas Wistar virgens, pesando entre 180 a 250 g, bem como
ratas prenhes, pesando entre 250 a 350 g, criadas pelo Biotério Central da UFSC e
mantidas no Bioterio Setorial da Coordenadoria Especiél de Farmacologia, CCB,
UFSC. Os animais foram alojados em gaiolas plasticas (6 a 10 por gaiola) em um
ambiente com temperatura controlada (22 + 1 °C) e ciclo claro/escuro de 12 h. Agua
e ragao foram fornecidas ad libitum. As ratas virgens (nao-prenhes; NP) receberam
tratamento com benzoato de 17-R-estradiol (0,5 mg.kg™, por via intraperitoneal) 24 h
antes dos experimentos. O procedimento adotado para obtencédo de ratas prenhes
consistiu do agrupamento de 7 ratas virgens juntamente com 3 ratos machos
apenas por uma noité. Somente as ratas que ficaram efetivamente prenhes foram
utilizadas para os experimentos, sendo sacrificadas no décimo-segundo dia (meio

de prenhez; MP) ou no vigésimo-primeiro dia de geétagéo (final de prenhez; FP).

3.2. Isolamento e montagem das preparacoes de ttero de rata

Apbs o sa‘crificio do animal, por um golpe na nuca e posterior deslocamento
cervical, a cavidade abdominal foi aberta para o isolamento dos dois cornos
uterinos, juntamente com o ovario, que foram colocados numa placa de Petri
contendo solu¢ao de De Jalon modificada (37°C, ver composi¢ao abaixo). Apos a
remogado dos excessos de tecidos adiposo e conjuntivo, cada corno foi dividido em
duas metades que foram cuidadosamente separadas e identificadas como porgoes

proximas ao ovario (ou proximais, PO) e por¢des proximas ao cérvix (ou distais,
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PC). Cada porgao, medindo em torno de 1,5 cm de comprimento, foi transferida para
uma cuba (;ontendo 5 ml de solucao de De Jalon modificada, a 37°C, borbulhada
com ar. A solucao de De Jalon utilizada no presente estudo teve a seguinte
composicao (em mM): NaCl 154; KCI 5,6; CaCl,.2H,O 1,0; MgCl,.6H,0 1.4;
NaHCO, 1,7 e glicose 5,5 (pH 7,2 - 7,4). Através de linhas de sutura, uma das
extremidades da preparagéo foi fixada numa haste de vidro no fundo da cuba, e a
outra foi conectada a uma alavanca inscritora com ampliagado de 6 vezes, para o
registro de contragoes isotdnicas em um quimografo, sob c'arga de1g.

Devido a hipertrofia que ocorre no utero de ratas MP ou FP, as preparagoes
obtidas desses animais nao corresponderam exatamente as metades PO e PC.
Nesses casos, as preparagdes foram cortadas de cada uma dessas porgdes no
comprimento aproximado de 1,5 cm. Nao foi possivel remover os implantes fetais de
preparagbes MP sem comprometer a sua reatividade ao KCI (80 mM, ver abaixo).
No entanto, no utero FP os fetos e unidades placentarias foram c}uidadosamente
removidos antes da obten¢ao de preparagoes. PO e PC, preferencialmente (quando
possivel) de segmentos situados entre duas regides adjacentes de implante feto-

placentario.

3.3. Protocolos experimentais

Foi estabelecido um periodo para estabilizacdo da preparagao.
aproximadamente 60 min, durante o qual a sollugéo foi renovada a cada 15 min.
Decorrido esse periodo, todas as preparagdes uterinas foram expostas ao KCi (80
mM, substituindo-se o NaCl por KCI na solugao fisiologica), com o objetivo de se

obter uma resposta padrao contra a qual as respostas aos demais agonistas foram



17

comparadas. ApoOs a estabilizagao da resposta contratil sustentada ao KCI 80 mM,
- cada preparacao foi lavada por trés vezes sucéssivas com solugao fisiolégica
normal e estabilizada, novamente, nessa solucdo por mais 30 min antes de
‘quaisquer novas intervengdes farmacoldgicas. Todas as resbostas contrateis da
preparagao a outros agonistas foram calculadas em relagao a resposta obtida ao

KCl 80 mM, tomando essa ultima como 100%.

3.3.1. Curvas concentracao-efeito a ET-1, OT ou PGF?G em preparagoes PO ou
PC do utero de rata nao-prenhe ou prenhe

Apds a estabilizacao da resposta ao KCI (80 mM), as preparagbes foram
lavadas e aguardou-se por pelo menos 30 fnin o retorno do tono ao nivel basal. Em
seguida, foi obtida uma unica curva concentracao-efeito (CCE) cumulativa a ET-1
(0,1 - 100 nM) ou a OT (0,1 - 300 nM), ou uma CCE nao-cumulativa a PGF,, (1 -
1000 ﬁM) em pr_eparagées_ de utero NP; MP e FP. Nas CCEs a ET-1 ou OT, cada
concentracdo so foi adicionada apos estabilizacdo da resposta a concentragao
precedente. ‘No caso da CCE a PGF,,, cada concentragao foi adicionada ao banho
-por 1 a2 min, seguid.o dé trés renovagdes sucessivas da solucdo, e obedeceu-se a
um intervalo de 15 a 20 min entre cada adicao. A sensibivlidade de cada preparagao
uterina aos agonistas foi avaliada em nivel da CEg, (i.e. a concentracao molar do

agonista que causa 50% do efeito maximo do préprio agonista).
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3.3.2. Influéncia de inibidores de ciclo-oxigénase sobre as contragdes
induzidas por ET-1, OT ou PGF,, em preparagoes PO ou PC do utero de -
rata nao-prenhe ou prenhe

Na tentativa de elucidar a possivel participagao de prostanéides na mediagao
dos efeitos contrateis da ET-1, OT e PGF,, no utero isolado de rata, foram
" realizados novos experimentos na auséncia e na presenca de indometacina (5,6
puM), um inibidor da ciclo-oxigenase (COX). Nesses experimentos, imediatamente
apos as lavagens que se seguiram a exposi¢cao ao KCl (80 mM), a indometacina (ou
o veiculo usado para dissolvé-la) foi adicionada a cuba onde permaneceu por 30
min antes de obter-se uma CCE a ET-1 (0,1 - 100 nM), OT (0,1 - 300 nM) e PGF,,
(1 - 1000 nM) na sua presengé. Foram realizados experimentos desse tipo com
preparac¢des PO e PC de utero de rata NP, MP e FP. Experimentos semelhantes a
esses foram conduzidos parav avaliar a influéncia de outros dois inibidores da COX,
o} ibdprofeno (10 pM)eo pirdxicam (5 uM) e de dexametasona (1 M), apenas sobre
a reatividade do utero FP a ET-1. Nesse caso, ambos os inibidores de COX foram
incubados 30 min antes da obten¢ao de uma CCE a ET-1 na sua presenca.

Em outro grupo adicional de experimentos, ratas prenhes de 19 dias foram
tratadas previamente com dexametasona (0,35 mg/kg/dia, por via intraperitoneal) ou
com indometacina (3 mg/kg/dia, por via intraperitoneal), 48 e 24 h antes do seu
sacrificio (no 21° dia) para testar a reatividade da preparacao uterina in vitro a ET-1,
na auséncia ou presenga de indometacina (5,6 pM). Em todos os experimentos que
fizeram uso de inibidores de COX in vitro, as preparag¢oes controle forém expostas
apenas ao veiculo usado para dissolvé-los (concentracao final de etanol na cuba

0.1%).
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3.4. Drogas e solucoes empregadas

As seguintes drogas foram utilizadas: endotelina-1 humana (American
Peptides, EUA), ocitocina (Syntocinon®, Sandoz, Brasil), proétaglandina Fous
benzoato de 17-B-estradiol, dexametasona, iboprofeno, indometacina e piroxicam
(todas da Sigma, EUA). As solugdes estoque de ET-1 e PGF,, foram preparadas
com tampao fosfato e estocadas a -18 °C, nas concentracdes de 10 uM e 1 mM,
respectivamente. A ocitocina (40 UI‘) foi estocada a 4°C. Todos os agonistas foram
diluidos as concentragoes desejadas com tampao fosfato imediatamente antes do
uso. O benzoato de 17-p-estradiol foi dissolvido em 5% de alcool isopropilico em
6leo de amendoim na concentragdo de 1 mg/ml. A dexametasona foi diluida em 5%
de alcool em salina. As drogas inibidoras da ciclo-oxigenase, iboprofeno,
indometacina e piroxicam foram dissolvidas em etanol absoluto e diluidas em
solucao de De Jalon imediatamente antes .do uso. nas concentragoes descritas

acima.

3.5. Apresentacio dos resultados e analise estatistica

Em todas as preparacgdes isoladas de _utero, a adicao de concentragdes
crescentes de cada um dos agonistas causou tanto um aumento da freqiiéncia das
contragcbes espontaneas, qua'nto contragdes relativamente sustentadas. Apenas
essas Ultimas foram objetivamente quantificadas no presente estudo. Essas
respostas sao apreéentadas como media + erro padrao da media (E.P.M.), relativas
a resposta induzida pelo KCI (80 mM). As CEsss sao apresentadas como a meédia
geomeétrica da concentragdo molar do agonista que produz 50% do efeito maximo

em experimentos individuais, acompanhadas dos respectivos limites de confianga
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para 95% (Fleming et al.,, 1972). Os resultados obtidos em nossos experimentos
foram analisados estatisticamente de formas diferentes, conforme a situagao: a)
através da apliéagéo do teste “t” bicaudal de Student para amostras péreadas; ou b)
em alguns casos, atraves de Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste “post
hoc” de Student-Newman-Keuls (Snedecor e Cochran, 1967). As difereﬁgas comP <

0.05 foram consideradas estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS

4.1. Observagoes gerais

N&o foram observadas diferengas significativas de reatividade ao KCI (80 mM)
entre preparégées PO e PC em quaisquer das condi¢cées NP, MP ou FP (resultados
_néo apresentados). Entretanto, houve uma redugao discreta, porém significativa, da
reatividade das preparacdes obtidas _dé animais na condigao MP ou FP ao KCI,
quando comparadas com a de preparagdes na condigdo NP (resultados nao
apresentados). Provavelmente, tais diferencas deveram-se ao fato das preparagdes
MP e FP, ao contrario das NP, corresponderem a menos da metade do corno
uterino.

A adigao de concentragdes crescentes e cumulativas de ET-1 (0,1 - 100 nM)
ou OT (0,1 - 300 nM), ou nao-cumulativas de PGF,, ‘(1 - 1000 nM) causou
contragbes tdnicas (ou sustentadas) em preparacdes de Utero isolado de rata NP,
MP ou FP. Além disso, cada um dos agonistas também aumentou a frequéncia das
contracoes ésponténeas dessas preparagbes em todos os grupos, conforme
lustram os registfos tipicos apresentados na Figura 1, obtidos em preparagdes PC
na condigao NP. As respostas tdnicas desencadeadas pela ET-i e OT foram mais
persistentes e, geralmente (mas nem sempre), mais pronunciadas do que as
respostas induzidas pela PGF,,, (Figura 1), aléem de serem muito mais resistentes a

reversao apoés remog¢ao do agonista (resultados nao apresentados).
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4.2. Comparacgao dos efeitos da ET-1, OT ou PGF,,_em preparagdes PO e PC

do utero isolado de rata numa mesma condicao

Conforme demonstram os dados apresentados na‘ Figura 2, as reatividades e
sensibilidades (em nivel da CEgy) de preparagées PO e PC a ET-1 nao diferiram
significativamente, entre si, dentro de qualquer uma das condigbes fisioldgicas (NP,
MP ou FP). Os valores de CEsy e de Epyax obtidbs em relagao a ET-1 em cada
preparagao estao dispostos na Tabela 1.

Em relagao a OT, foram detectadas diferencas significativas entre a reatividade
de preparagdes PO e PC a esse agonista.nas condicoes NP e FP (Figura 3). Na
condicao NP, as contragdes induzidas pela OT em preparagdes PO foram maiores
que as observadas em preparagoes PC, enquanto que na condi(;éo FP obteve-se o
resultado oposto. Ja na condicao MP, preparagéeé PO mostraram apenas uma
tendéncia proxima ao nivel critico da significancia (P = 0,07) de épresentarem um
' Emax maior a OT do que as pvre.parac;ées PC. Como indicam os resultados dispostos
na Tébela 2, nas condigdes NP ou FP, as diférengas entre ‘a sensibilidade de
preparagdes PO e PC a OT, ao menos em nivel da CE5,. Porém, na condigdo MP, a
.OT foi 4 vezes mais potente em preparagées PO que ém PC (P < 0,05).

Contrastando com os achados obtidos com a ET-1, as contragdes induzidas
pela PGF,, nas prepéragées PO foram significativamente maiores do que as
registradas em preparagdes PC, tanto na condigdo NP quanto na MP (Figura 4).
Essas diferengas de reatividade estao associadas a um Eyax maior da preparagao
PO (particularmente na condigdo MP). Por outro lado, as CEs,s de PGF,, obtidas

em preparagdes PO e PC nao diferiram significativamente em qualquer uma das
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condigbes (Tabela 3). Nao foram detectadas diferengas entre a reatividade de

preparacgdes PO e PC a PGF,, na condigao FP.

4.3. Comparacao dos efeitos da ET-1, OT ou PGF,, no utero isolado de rata

em diferentes condicoes

Comparacgoes dos resultados de prépara(;()es de cada uma das porgoes entre
as trés condi¢gdes podem ser visualizadas na Figura 5. Verificou-se que na condigao
MP houvé, em rélagéo aos valores observados. na condicao NP, uma redugao
significativa do Eyax da ET-1, associada a um aumento dis-créto mas significativo da
sensibilidade ao agonista (de 1,7 vezes em nivel da CEgy), na preparagao PC
(Tabela 1). Ja, na condigao FP o EMAX da ET-1 foi significativamente menor em
ambos os casos (PO ou PC), e as CEgys apresentaram-se reduzidas em 2,3 e 26
vezes, respectivamente, quando comparados aos vglores observados na condigao
NP.

Com relacao a OT, observou-se que preparagées PO ou PC na condi¢ao MP
responderam menos as concéntrag:ées mais baixas do agonista (0,1 a 1 nM em
ambos os casos) do que na condi¢ao NP (Figura 5). Embora os Eyaxs de ambos os
grupos tenham sido similares, tanto preparagbes PO quanto PC apresentaram
CEgps reduzidas (2,8 e 7,6 vezes, respectivamente; P < 0,05), na condigdo MP, em
relagdo ao observado na condigao NP (Tabela 2). Na condicdo FP, as preparagées
PO mostraram um decréscimo pronunciado do Eyayx da OT, quando comparados
aos valores obtidos na condigdo NP ou MP, associado a redugdo de 3,5 vezes da
CE4, ao agonista (P < 0,05) em relagao a condigao MP, mas ndo a condigao NP.

Nas preparagdes PC, por outro Iado,. 0s Epyaxs da OT em cada uma das trés
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condigbes foram semelhantes, mas a condicdo MP mostrou-se associada a
deslocamento significativo da CCE a OT péra a direita (de 1,9 e 14,6 vezes em nivel
da CEsy) em relacao as condigbes NP e FP, respectivamente (Figura 5, Tabela 2).
Uma comparagao analoga revela que as contragdes induzidas pela PGF,, em
preparagoes PC foram semelhantes em todas as trés condigdes (Figura 5). Além
disso, embora o teste de ANOVA tenha acusado uma diferenga significante (F ;5=
4,766;P= 0,0352) entre as CE5ps de PGF,, dos grupos PO, o teste estatistico post-
hoc nao detectou diferengas de sensibilidade a PGF,, (em nivel da CE;)) em
quaisquer das condigdes, tanto entre preparaéées PO quanto PC (Tabela 3). Por
outro lado, diferentemente das preparagdes PC, préparac;ées PO exibiram um
aumento pronunciado de respostas a PGF,, na condicao MP, quando comparadas

aquelas evidenciadas nas condi¢goes NP ou FP.



26

‘opealed jJuspnig 8p [epnediq .}, 81S9} OB SOPIBWANS Welo)

anb ‘sojuswiiadxa G B § ap IN'd'J F BElpow e ejussaidal Jojea eped (d4) selp Lz ap no (dIN) seip gl op ayuaid ‘(dN) ayuaid

-0BU Bjel ap Ope|os! 0lain ap () SIedIAIaD no (@) seueleAo $90510d WS |-¥NIT3LOANT & Q_Qm-omum:cmo.coo sennd - ¢ vdNold

(WU] | -¥YNIT3LOANZ [NU] | -¥NIT3LOGN3 [WY] ~-¥YNIT3LOANI
00} ot b 1'0 00! ol ! 1’0 : 00} oL ! 1’0
I N ot v I M 1 _ o ] v ¥ M T M 1 _ o I M i v T M 1 _ O
2
Od o 2
<
Od e o m
- os - os 10s 3 z
» D
>
] ] °5
= »
)
- oot 4 ool 400t &
3
o | l v | %

Selp |z @p ayuaid selp Z} @p ayualid ayuaid—oeN



27

14 gy? F L6 WS1'2-61'0) 950 gy F 26 A9L'C-LL0) 610 (dd) selp Lz ap ayuaid

14 - yEFOLL W(P¥'1-25'0) 98'0 SFSLL (L2's-€1L'0) €8°0 (dN) selp Z| ap ayuaid

S 8 6zl (26'2-68'0) 9¥'1 ZFELL (€L'L-vL'0)EL'L (dN) ®yudig-oeN
XV (Wu) %35 X3 | (Wu) %35

N TVOIAYT0 OY9¥0d VNVIIVAO OVO¥0d 0yJIaN02

‘(sepeaied seljsowe eied Juspnig ap |epnediq .}, 81Sd}) OBSIPUOD BWSSW BWNU SEJBI S SEPE|OS! S|BDIAISD 8 SBUEBIIEAQ
sa0d10d sep sapdeiedald ws sopljqo s8juspuUOdSaII0D SBIOIBA SO aJjud SeAlledliubls seduaisyip aanoy oep (S|nay-uewmanN-uspnig ap
|epneoiq 1, 91s9} ap opinBas YAONY) OIN 0831puod eu epejosi (|ediAlad no euelieno) oediod ewsaw ep oedesedaid eu ajusapuodssiliod

Jojea oe opeledwod opuenb Go'Q > 4 BOIPUI _ (SINSY-UBWMBN-JUSPNIS ap |epnedlq .}, 9188} ap opinbas YAONY) ON 0Bdipuod eu

g
(Jleainuad no eueneno) oediod ewsaw ep epngo oedeledald eu opealasqo ajuspuodsallod J0jeA oe opeledwod opuenb GO0 > o eaIpul
v ‘sojuswiiadxa ap oJawnu o0 ealpul N, (INW 08 |D) Oe eysodsal ep 9, Wd) '|\'d'3 F elpaw & owod ossaidxs eyse X¥Wg o "o,Gp eled
edueluod ap sajwi| sop sepeyuedwooe seoujowoab seipaw owod sepejuasaldal oeisa s%39 sy (d4) selp 1.z ap no (dIN) selp Z1 ap

ayuaud .Amzv ayuald-oeu ejel ap Ope|oS| 0Ja)N ap SIBJIAISD NO SeueLeAO $80d10d Wo L-YNITILOQNT ep slejesjuod soiaig - | v13gvl



28

‘GO0 > 4 opuenb , Jod sopejussaidal 3 opealed Juspnig ap |epnealq .}, 91S8) Oe sopiiswgns
welo) anb ‘sojuswnadxe ¢ 9p |N'd'J F elpow e ejusseidal 10jen eped (4d4) mm_v LZ @p no (dW) sep ZL ap ayuaid ‘(dN) m:cmca

-OBU BJeJ 9p OPE|oS| 0I3)n ap (O) SIEJIAS NO (e@)SEUBLEAO S80310d WS VYNIOOLIDO B 0)18je-08dRIUSOUOD SBAIND - ¢ VHNOIS

[Wu] ¥YNIOOLIOO [WU] ¥NIOOLIOO [WNU] VNIOOLIOO

0001 00} O} l 1’0 0001 Q0L Ol | 1’0 0004 00} O} | 10
| ' T T ] A T M 1 ,l O 1 T 1 T 1 v ¥ AR - O { A T M 1 T T v 1 _ O
R
* s}
. | od o | 2
Od e ]
¥* nw w
4 os - 0§ 4o0s
* > Z
» * ¥ uOv W
; ; ; O
= >
0o
o
4 oot 4 ool 100t 3
3
o | g | '/ <

Selp |2 ep eyusid Selp 21 8p 8yus.id eyueid—oeN



29

9 ¥96 4g(V9'0-61°0) ¥€'0 ogvS FGL oao, 1-12'0) 97’0 (d3) seip 1z 3p 8yuald

LLF L6 g(2'22-86'€) 05'6 S ¥yl av(95'9-82'0) L2'C (d) seip Z1 8p ayuaid

9 F¥6 (€2'1-22°0) €5°0 vG F 02l (¥6'0-€€'0) GS'0 (dN) ayusid-oeN
Vi3 (W) %30 X3 (wu) 39

TVOIAY3O OVYOHOd

VNVISVAO OY2d0d

OYSIaNo2

.Aw_:mx-cmEBmz-EmuEw op lepnediq 3, 818} ap opinbas YAONY)
O 0B3Ipu0d BU (jEDIAISD NO BUuBLEAO) OBJIOd BLSSW Bp BPIgOo Okdeledald eu OpeAlasqo ajuapuodsallod Jojea oe opeledwod opuenb
S00>d , (S|Ney-uBWMBN-JUSPNIS Bp |epnedlq .}, 9S8} ap opinbas YAONY) ON 0edipuod eu (|eaialad no eueneno) oediod ewsaul
ep epnqo oedesedasd eu opeaIasqo sjuspuodsaniod Jojen oe opeledwod opuenb 00 > 4 q ‘(sepealed sesnsowe eled yuspnis sp
_mn:mo_p ., 8189)) 0BSIPUOD BLWISBW BU |BOIAIS0 0BJI0d Bp BPHJO oeSeledald eu openasqo ajuspuodsalios Jojea oe opesedwod opuenb
S0'0>dy .moEmEcmaxw ap osswWnU o ealpul N, (NW 08 |DM Ok ejsodsal ap 9, wa) |N'd’'] F eIpaw e owod 0ssaidxs ejse W3 0 ‘9,66
esed edueyuod ap sajlwl| sop sepeyuedwooe sedLawoab seipaw owod sepejuasaldal oeysa 9530 sy (d4) Seip L.z ap no (dIN) seip zL

ap ayuaid ‘(dN) eyusid-oeU E}E) Bp OPE|OSI 0JB)N BpP SIEJIAISD NO SBUBLIEAO $80310d W WYNIDOLIDO ep SI9leljuod soysg - 2 v139v.l



30

'G0‘0 > 4 opuenb , Jod sopejussaidal o opeased Juspnig ap |epnedIq }, 91S8} OB sopliawgns welo}
anb ‘sojuswiiadxa g e § 9p IN'd'J F BIpawW ke ejuasaidal JojeA eped ‘(d4) sep Lz @p no (dN) selp zi ap ayuaid (dN) ayusid-ogu

Bjel 9P Ope|os] 0Jaln ap (O) SIBJIAISY NOo (@) SeueleAO $80510d Wa ?4 YNIANVIOVLSONd B 0}18)8-085811Us0u0d SEAIND - ¥ YHNDIS

[WU] ®%4 YNIONY 1DV L1SOUd [NU] ®24 ¥NIONY1DVLSOHd [WU] °%4 ¥NIONY1DV.LSOUd
0001 004 ot } 0001 00l (0] 8 0001L 001 o] § b

T ! T M T o 1 4 M T v T

Jd ©
Od e

*

r Y T T T ~ )

0§

1
o
wn

] os

1 00} 00! -1 00l

AW 08 1D OV V1SOdS3H %
OVIOVHINOD

o |

seip |2 ep oyueld Selp 2| ®p ayusid 9yusid~oEN



31

14 8 F09 (216-98'2) 8'92 5L FG9 - (L'1§1-2T'9) L'0E (dd) selp g ap ayuald

S vl F €9 c.i-u,omv '8¢ gv8 FELL (0'zy-e8'S) L'GL (dIN) seip Z1 ap ayusid

14 6 F €S (L'6lL2-6'€l) £'GS w8 FEL (8°',9-6'clL) L'0€ (dN) ayuaid -0eN
xviig (Wu) %39 xviig (Wu) %39

N TVOIAYID OY9d0d VNVIIVAO OVJd0d OydIaNOD

‘(Sin@)-ueWMaN-JUSpPNIS 8P [EPNEDI] 1, 8158} op opinfias YAONY) O 0ed1puod eu

(je2iA1a0 No eueLEAO) OBSJOd BLSBW Ep BpIjqo ordeledald eu OpeAIasqo ajuapuodsallod Jojea oe opeledwod opuenb go'0 > d 5 (s|nay

-UBWMAN-JUSPNIS 8p [epnediq ), 91$8} ap opinbas YAONY) ON 0831puod eu (|eolAiad no eueleao) oedlod ewsaw ep epiqo oedesedald

BU OpeAISSqo d)uapuodsallod Jojena oe opeledwod opuenb GO0 > d a ‘(sepealed selisowe eled Juspnig ap |epnediq }, 81sd}) oedipuod

BwISSW eu [edinsd ogdlod ep epnqo oedeledsid eu opeasasqo sjuspuodsaliod 1ojea oe opeledwod opuenb Go'0 > d , 'sojuswadxa

ap oJawnu o eolpul N, (AW 08 IDM oe ejysodsal ep % wd) W'd'J F elpaw e owod ossaidxa gyse XYW3 o "y,Gp eled edueyuod

op saywI sop sepeyuedwooe seoujowosb seipawl owoo sepeussaldal oeise s%30 sy (d4) Selp Lz ap no (d) sep gL ap ayusid

‘(dN) 8yuaid-oeu Bjel ap 0pe|os] 013N 3p SIBJIAISO NO SeUBLEAO $20340d W 24 YNIANY1OV.LSOYd EP SI9}eju0d solsl3 - € ¥13gvl



32

'G0'0 > d opuenb , Jod opejuasaidal 8 j[anyj-uuewWMaN-JUSPNIS ap o0y isod, 8189} ojad opinbas (YAQNY) eloueliea
ap 9sl|eue e soplBwgns weloj anb ‘sojuswiiadxe G B ¢ 9p IN'd'J F elpaw e eyuasaidal JojeA epe) (Jolddjul |auled) siedinIa0
sagdiod seu o (Joadns [auted) seuelieno sagdiod seu (v) selp Lz ap @ (O) selp z| ap ayuaid ‘(e) dyuaid-ogu ejes ap oujgwWoIW
wa (4 @ 9) 4 YNIONV1DVLSO¥d @ (3 @ 8) YNIOOLIOO (@ @ V) L-YNITILOANT & 0)8§2-0g3ejusouod senind - § YaNold

[WU] °%3 YNIONY1DY1SOHd [WU] YNIDOLIDO _ [WU] L=¥NITILOAN3I
000t 00} 04 3 000} 00t ol l 1'0 00! 0} l 5]
{ T i M 1 T - O I i | T i T 3 i ] - O I M ] T T M 1 5 O
xR
o)
m
wn
S
@ @)
O
1 0s 4 0§ 105 3 m
P-J
| ©23
x >
0o
4 oot 4 oot 10013
. 3
4 3 ;=
SIVOIAY3D mmbomon_
[Wu] “24 ¥NIONV1DVLSOHd [Wu] YNIOOLIOO [WY] 1-VNIT3LOAN3
000t 00l ol l 0001 00l 0l i 1’0 Q0L 0l l 1’0
] v T N 1 ¥ _I.O _..._A_*_*_IO. ! M I M i M _10%
dd v D
[72]
el
29
4 os 4 os 4os
b-3
>
o <)
o -
0o
4 001 - 001 - 00l %
3
v Zz




33

4.4. Comparagao entre os efeitos da ET-1, OT ou PGF, em preparagdes PO e

PC do utero isolado de rata em diferentes condicoes

A Figura 6 ilustra os efeitos contr_éteis induzidos pela ET-1, OT e PGF,, em
segmentos PO ou PC de utero de rata isolado em cada uhwa das trés condigoes.
Verificou-se que a poténcia da OT nos dois segmentos foi maior que a da ET-1 tanto
na condigéo NP quanto na FP (comparar Tabelas 1e 2). Porém, na condicao MP,
ambos o0s agonistas apresentaram-se equipotentes ao nivel da CE;, em
preparacdes PO e PC. Ja a PGF,, apresentou uma poténcia menor que a da ET-1
ou OT em todos os casos analisados (comparar Tabelas 1, 2 e 3).

A eficacia relativa dos trés agonistas em contrair o Uutero variou
consideravelmente, dependendo tanto da porgdo uterina considerada quanto da
condicdo (comparar Tabelas 1, 2 e 3). A £ET-1 apresentou um Eyax igual ao da OT
em todos os grupos, exceto na preparagao F’C na condigao NP, onde o Eysx da ET-
1 foi maior que o da OT. Por outro lado, o grupo PO na cohdigéo MP foi o unico no
' quél 0 Eyax da ET-1 foi igual ao da PGF,,, sendo que nos demais casos 0 Eyax do
prostanoide foi significativamente menor que o da ET-1. Ja, ao co_mpara.r—se as
Emaxs da OT e PGF,,, observou-se que o Eyax da F’GFZG foi menor que o da OT em
trés grupos (PO-NP, PC-MP e PC-FP) e igual nos demais (PO-NP, PO-FP e PC-

NP).
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4.5. Influéncia da indometaciha nos efeitos da ET-1, OT ou PGFé_a em

preparacoes PO e PC do dtero isolado de rata

A exposicao de preparagoes uterinas PO ou PC ao inibidor de ciclo-oxigenase
indometacina (5,6 uM) inibiu, na maioria das vezes completamente, o
desenvolvimento de contragdes espontdneas em qualquer das condi¢cdées (NP, MP
ou FP). No entanto, a adigdo subsequente de ET-1, OT ou PGF,, prontamente
restabeleceu a ocorréncia dessas contragoes fasicas (resultados nao apresentados).

A indometacina nao influenciou a reatividade do utero PO ou PC a ET-1 na
condicao NP (Figura 7). Contudo, a indometacina reduziu significativamente as
contragdes induzidas por concentragdes sub-maximamente efetivas de ET-1 nas PC
na condicdo MP e nas PC e PO na condi¢ao FP (Figura 7). Conforme’mostram 0s
resultados dispostos na Tabela 4, a indometacina nao influenciou o Eyax da ET-1
em quaisquer dos grupos de preparagdes PO, embora hou'vesse uma tendéncia a
redu¢ao desse parametro nas condic;c")es MP (P = 0,09) e FP (P = 0,07). Em
contraste, o Eyax da ET-1 em preparagdes PC nas condigoes MP e FP foi reduzido
de modo significante pela indometacina, que também reduziu a sensibilidade ao
peptideo em preparagdoes PC na condi.c;éo MP (2 vezes), é de PO (3,4 vezes) na
“condigao FP.

Na condicao NP, a indometacina nao afetou significativamente a magnitude
das contragdes induzidas pela OT na preparagcao PO, exceto para a concentragao
| de 0,06 nM, mas reduziu a CE5, do agonista em 1,8 vezes (Figura 8 e Tabela 5).
Ao contrario, na preparagao PC nessa mesma condi¢ao, a indometacina causou um
aumento significativo das contragoes a OT, inclusivé em nivel do Eyax, mas nao

alterou a CEsy. De modo geral, nas condi¢cdes MP e FP, a indometacina influenciou
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a reatividade do utero a OT de modo essencialmente semelhante ao verificado com
relacao a PGF,, (ver abaixo). Assim, na cohdigéo MP a indometacina reduziu
significativamente as respostas induzidas porbconcentragées mais elevadas de OT e
aumentou a CE5, do agonista em 2,8 vezes na preparagao PO, mas ndo afetou a
preparacado PC (Figura 8 e Tabela §5). Finalmente, na condigdo FP, a indometacina
influenciou em sentidos opostos a reatividade de preparacdées PO e PC a OT,
potencializando as respostas da primeira e inibindo as da ségunda (Figura 8 e
Tabela 5). Ainda nessa condigdo, o inibidor de ciclo-oxigenase reduziu
significantemente a sensibilidade de preparagdes PC (6 vezes em nivel da CEg),
mas nao em preparagdes PO (P = 0,09).

As contragdes produzidas pela PGF,, na condigao NP fdram potencializadas
significativamente pela indometacina em preparagdées PC (mas ndo em PO), tendo
sido observado tanto um aumento do Eyzx de 40% quanto uma redugao da CEs, ao
agonista de 8,6 vezes (Figura 9 e Tabela 6). Na condicao MP, a indometacina nao
alterou as respostas de preparagdes PC a PGF,,, mas inibiu as contragdes das
preparagdes PO induzidas por baixas concentragbées do agonista (10 e 30 nM),
aumentando a CE; em 4.4 \)ezes. Uma inibicdo ainda mais pronunciada da
reatividade a PGF,, foi observada na preparagéo PC durante a condicao FP (CEg,
aumentada em 3,5 vezes). No entanto, ao contrario e surpreendentemente, a

indometacina aumentou de modo marcante o Eya.x do agonista na preparagao PO

nessa condigao (FP), sem alterar a CE;, (Figura 9 e Tabela 6).
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4.6. Influéncia do ibuprofeno, do piroxicam e da dexametasona nas

contracoes induzidas por ET-1 no utero isolado de rata na condicao FP

Como a indometacina inibiu as contragbes induzidas pela ET-1 de forma
semelhanté em ambas as porg¢des do utero na condigéo FP, ndo distinguiu-se a
porcdo PC da PO nos experimentos com utero na condigao FP descritos a seguir. A
exposi¢ao ao ibuprofeno (10 pM) induziu uma discreta inibigdo da reatividade uterina
a ET-1, restrita apenas as concentragdes baixas do agonista (0,1 e 0,3 nM), sem
modificar a CEsy ou o Eyax da ET-1 (Figura 10 e Tabela 7). No entanto, nas
preparagdes incubadas com piroxicam (5 uM), notou-se uma inibigao da reatividade
a ET-1 semelhante aquela produzida pela indometacina (5,6 uM) no atero durante o
final de gestagado. Assim, o piroxicam reduziu as respostas ao longo de toda a CCE,
aumentando a CEzy em 2 vezes e diminuindo o Eyyax em cerca de 26% (Figura10 e
“Tabela 7). Em contraste, a incubagdo prévia com dexametaéona (1 pM) 30 min
antes de‘ iniciar a CCE a ET-1 nao influengiou a reatividade uterina ao agonista

(Figura 10 e Tabela 7).
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FIGURA 10 - Influéncia da indometacina (5,6 uM,; painel A), ibuprofeno (10 pM;

painel B), piroxicam (5 uM; painel C) e dexametasona (1 yuM; painel D) sobre o
efeito da ENDOTELINA-1 em utero isolado de rata prenhe de 21 dias (FP). Cada

valor representa a média + E.P.M de 4 a 6 experimentos, na auséncia (O) ou na

presenca (®) de cada droga, adicionada ao banho 30 min antes da exposigao a ET-

1. Os resultados obtidos foram posteriormente avaliados pelo teste “t” bicaudal de

Student pareado e representado por * quando P < 0,05.
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Em Qutra série de éxperimentos, verificamos que o tratamento in vivo com
dexametasona (0,35 mg/kg/dia, por via intraperitoneal) ou com indometacina (3
mg/kg/dia, por via intraperitoneal), 48 e 24 h antes do sacrificio do animal, aboliu a
influéncia inibitoria da indometacina (5,6 uM) in vitro sobre a reatividade uterina a
ET-1 (Figura 11 e Tabela 7). Inclusive, na preparagcao proveniente de animais
tratados com dexametasona (0,35 vmg/kg/dia, por 2 dias), a exposicdo a
indometacina in vitro aumentou significativamente as contragbes causadas por
concentragdes mais elevadas de ET-1, bem como o Ey,x do agonista. Ao contrario
do observado na preparagéb isolada de ratas nao tratadas, onde a indometacina in
vitro reduziu a CEg, da ET-1 em 24 vezes, a exposicao de preparagdes
provenientes de animais tratados com indometacina ou dexametasona a

indometacina in vitro nao alterou a CEsy do agonista (Tabela 7).
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FIGURA 11 - Efeito do tratamento prévio in vivo, com indometacina (3 mg/Kg/dia;

painel A) e dexametasona (0,35 mg/Kg/dia; painel B) 48 h e 24 h antes do sacrificio

do animal no 21° dia de prenhez (FP), sobre as respostas induzidas pela

ENDOTELINA-1 em experimentos realizados in vifro na auséncia (O)v ou na

presenga de indometacina (®).Cada valor representa a média + EP.M de 4

experimentos, que foram posteriormente avaliado pelo teste “t” bicaudal de Student

pareado e representado por * quando P < 0,05.
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5 - DISCUSSAO

Nesse estudo, evidenciamos que a resposta contratil do Gtero isolado de rata .
a diferentes agonistas € influenciada de formas variadas pelo estado hormonal.
Além disso, esse tecido apresenta diferengas segmentares importantes quanto a
sua reatividade a agonistas, bem como em relagao a possivel modulagdo e/ou
mediacao das respostas por eicosandides derivados da via‘ das ciclo-oxigenases
(prostandides). Na discussao que ora inicia-se, procuraremos enfocar primeiramente
os aspectos segmentares da reatividade uterina a ET-1, OT e PGF,,, para depois
discorrer sobre o envolvimento de prostandides nas agbes desses agonistas nas

diferentes condi¢goes hormonais.

5.1. Respostas a ET-1, OT e PGF,, das porgées ovariana e cervical do utero

isolado de rata nao-prenhe ou prenhe

'5.1.1. Endotelina-1

A ET-1 foi, dentre os agonistas testados nesse trabalho, o que apresentou
efeitos contrateis mais semelhantes em preparagoes PO e PC, em cada uma das
trés condigdes testadas. A constatagao de que tanto preparagdes PO, quanto PC,
exibiram um aumento de sensibilidade a ET-1 (em nivel da CEsy) na condigao FP
- confirma estudos prévios, nos quais nao se fez dist‘ingéo entre ambas as porgdes,
em utero de rata (Calixto e Rae, 1991; Sakata e Karaki, 1992; Yallampali e Garfield,
1994) e humano (Word et al., 1990). Ha relatos de que, em ratos e coelhos, a

densidade de receptores para ET-1 no miométrio (que sao, claramente, do tipo ET,
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em ratos, Rae et él.' 1993) é reduzida, progressivamente, no transcorrer da maior
parte da gestagao, mas que ocorre um rapido aumento desses sitios proximo ao
termo (Yallampali e Garfield, 1994; Peri et al.,1992). Também ha evidéncias que a
densidade de receptores para ET-1 no utero esté diretamente relacionada a razao
estrogeno/progesterona, que é particularmente elevada proéximo ao termo (Maggi et
al.,, 1993). Em humanos, também ha aumento da expressao de RNAm para
receptores ET, no corpo do Gtero préximo ao termo (mas nao no istmo), quando
comparado a valores observados em tecido nao gravido (Wolff et al., 1996). Porém
Schiff et al. (1993) e Maggi et al. (1994) nao encontraram diferengas entre a
densidade de sitios de ligacao de ET-1 em membranas de porgdes nao
especificadas do miométrio gravido pré-termo, a termo, ou nao gravido. Se é
verdade que ha urha reducao prégressiva da expressao de receptores ET, no
miomeétrio de rata ao longo da gestagao, talvez ela ocorra antes do 12° dia, pois nao
detectamos redugao da sensibilidade a ET-1 de preparagbes PO ou PC na condigao
MP, em relagao aos valores observados na condicao NP.

A reducao do Eyax da ET-1 detectada, em ambas as preparagdes, na
condicao FP contrasta com relatos prévios de aumento desse parémetr_o no utero de
rata préximé ao termo. Talvez a discrepancia esteja relacionada ao tipo de atividade
contratil avaliada em cada estudo. Enquanto o presente estudo avaliou apenas a
magnitude das contragdes isotdnicas induzidas pela ET-1, Yallampalli e Garfield
(1994) combinaram os efeitos da v ET-1 sobre a frequéncia das contragoes
isométricas fasicas/espontaneas e sobre o tono, ou seja, utilizaram a area embaixo
da curva como parametro. Por sua vez, Sakata e Karaki (1992) ndo observaram

diferencas entre os Eyaxs da ET-1 no Gtero gravido (20 dias) ou ndo-gravido em
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estro pelo método da area embaixo da curva, fnas. relataram que o Gtero gravido
apresenta uma resposta contratil isométrica maxima a 30 nM de ET-1 cinco vezes
maior que o utero em estro (em mg de qontragéo por mm? de técido). Além disso,
lzumi et al. (1995) descreveram um aumento progressivo das contragdes
isométricas induzidas por ET-1 (e maior ainda por OT) em microfragmentos de
miométrio longitudinal de rata ao longo da segunda metade da gestagéo (14° dia <
17° dia < termo), quando comparadas aquelas causadas por KCl (118 mM). Em
suma, as razdes pelas quais ha relatos discrepa'ntes quanto a variagoes da Eyax da
ET-1 no utero de rata na condi¢cao FP ainda nao sao claras. Por outro lado, 0 Eyax
da ET-1 parece ser maior em utero gravido do que nao-gravido em humanos (Word
et al., 1992), mas nao em camundongos (Gong et al., 1994 - despolarizado com 40

mM de KCI).

5.1.2. Ocitocina

Ao contrario do observado em relagao a ET-1, nossos resultados indicam
uma diferenga segmentar pronunciada entre a reatividade .das porgoes uterinas
ovariana e cervical a OT nas condig:(")es_ NP e.FP, mas nao e'm MP. Embora a
sensibilidade de preparacdes PO e PC a OT ténha sido semelhante tanto em NP
quanto FP, isoladamente, houve uma clara inversao nas difefeng:as do Eyax da OT
em preparagdes PO e PC, da condigdo NP para a FP. Na condigéo NP o Eyax da
OT foi maior na preparagao PO, enquahto o contrario (PC > PO) foi observado na
condigao FP. Essa variagao segmentar na reatividade uterina a OT na condicao NP
parece nao ter sido estudada anteriormente. Entretanto, os nossos achados na

condigao FP coincidem com os de Gorodeski et al. (1990), também obtidos em utero
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de rata prenhe de 19 a 22 dias. Num estudo elegante, esses autores observaram
que a OT causa, in vivo, contragées maiores no miométrio distal (cervical) do que no
proximal (ovariano). A distribuicao de receptores para- a OT no m.iométrio humano
também € heterogénea, mas, ao contrario do que se verifica em ratos, a densidade
€ maior nas porgdes proximais (corpo) e decresce, progressivamente, .em porgdes
mais distais em dire¢ao ao cérvix (Fuchs ef al., 1984). Talvez o significado fisiolodgico
desta diferenga observada entre as duas espécies esteja correlacionado ao fato
que, no parto, o utero de rata precisa expelir varios fetos (CoMe-gando pelos mais
distais), enquanto que na condigao humana, onde o utero precisa expelir apenas um
feto (geralmente), seja mais conveniente que o istmo e cérvix contraiam menos que
0 corpo.

Ainda em relagdo a OT, verificamos que a sensibilidade a este agonista, em
ambas as preparagdes, diminuiu significativamente na condigado MP (4 a 18 vezes
em nivel de CEs, em relagcdo aos valores em NP), para entao aumentar
drasticamente na condigdo FP para valdres 5 a 28 vezes maiores que 0s
observados em MP. A preparagao PC também apresentou-se 1,6 vezes mais
sensivel a OT na condigao FP do que na condigéo NP. Esses achados confirmam e
complementam relatos prévios indicando que, durante a gestagdo, ha uma redugao
gradativa e paralela da sensibilidade do miométrio uterino de rata a OT e da
densidade de seus receptores, que.séo revertidos ao aproximar-se o momento do
parto, quando aumenta a secrec¢ao hipofisaria desse horménio (Fuchs et al., 1983;
Gorodeski et al., 1990; lzumi et al.,, 1995). Processos semelhantes a esse foram
também observados no miométrio humano (Garfield e Beier, 1989; Maggi et al.,

1991; Kimura et al., 1992: Word et al., 1992; entre outros), bovino (Fuchs et al.,



52

1990), ovino (Soloff et al., 1977) de cobaia (Elger e Hassam, 1985; Norstrém et al.,
1990) e de camundonga (Suzuki e Kuryiama, 1975). A exemplo do observado para a
ET-1 e seus receptores, as variagbes de reatividade uterina a OT parecem ser
controladas principalmente pela relacao estrébgeno/progesterona (Fuchs, 1976;
Soloff, 1979; Maggi et al., 1988). A densidade de receptores para OT no miométrio
de rata, principalmente (masbnéo exclusivvamente) na porgao distal ou cerVical, é
reduzida pela progesterona e aumentada pelo estrégeno (Gorodeski et al., 1990).
Porém, foi recentemente demonstrado que, pelo menos no utero de rata, a presenca
de irﬁplantes fetéis € muito mais importante do que o estrogeno ou a progesterona
para o aumento da densidade de receptores para OT que ocorre ao final da
gestacao (Higuchi et al., 1995). Ha relatos de que a progesterona, no inicio da
gestacgao, também inibe o acoplamento de receptores a PLC e PLA, mediado por

proteinés G nesse tecido (Arkinstall € Jones, 1990; Morishita et al., 1993).

5.1.3. Prostaglandina F,,

Diferentemente do obslérvado em relagdo a ET-1 e a OT, nao houve qualquer
alteracao signifibativa da sensibilidade de preparagdées PO ou PC a PGF,,, nem
dentro da mesma condi¢cao, nem entre as diferentes condigdes. A reatividade uterina
a PGF,, em humanos é, diferentemente da a OT, relativamente refrataria a
modulagao pelos hormoénios sexuais (Czekanowski € Kuzniar, 1985; Calder, 1987).
A auséncia de variagbes na sensibilidade do miométrio de rata a PGF,,, durante a
gestacao, observada em nosso estudo, sugere que O r;ﬂesmo se aplica nessa

espécie, onde os efeitos contrateis induzidos pelo agonista envolvem a ativagao de

receptores FP, .tanto na condicdo NP quanto FP (Goureau et al., 1992). Essa
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possibilidade €& fortalecida pelo estudo de Molnar e Herelendy (1990a),
demonstrando que, até o 21° dia de gesfagéo, héo ha variagdes significativas na
densidade de sitios de ligacao para PGF,, (ou PGE,) em membranas de miométrio
de rata. Porém, a densidade desses sitios aumenta de modo pronunciado por
ocasiao do parto.

Também nao observamos modificagbes do Eyax da PGF,, na preparacao PC
em quaisquer das 3 condigbes. Entretanto, ocorreram variagoes significativas e
pronunciadas do Ey,x desse prostanodide na preparagao PO entre uma condicdo e
outra, de modo que o Eyax da PGF,, foi maior na preparacao PO do que na PC na
condigao NP e, de forma ainda mais evidente, na condigao MP. Porém, na condigao
FP os Eyaxs de ambas as preparagdes foram semelhantes. Comparando-se
somente os Eyaxs da PGF,, na preparacdo PO, observou-se que o parametro
registrado na c'ondig:éo MP foi maior que na NP ou FP. O aspecto mais importante
desses résultados € que indicam, aparentemente pela primeira vez, que ha
diferengas segmentares na reatividade do Gtero de rata a PGF,,,, principalmente na
condicao MP. Nesse sentido, eles alinham-se, em parte, as evidéncias de que o
mioméfrio do corpo do utero humano gravido a termo responde diferentemente a
PGF,, do que o miométrio do istmo. Tanto a PGF,, quanto a PGE, induzem
contragbes marcantes bdo corpo.uterino, enquanto que o istrho € praticamente
refratario a PGF,, e responde a PGE, com relaxamento (Wikland et al.,, 1984;
Wiqvist et al.,, 1985). Ratificando esse achado, Hofmann et al. (1983) observaram
que a densidade de receptores no miométrio humano decresce do corpo em diregao
ao cérvix. Por outro lado, no miométrio humano obtido por ocasido de cesariana

eletiva (i.e., ainda nao a termo), a PGF,, tem um nitido efeito excitatério no istmo
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mediado por receptores FP, rﬁas nao contrai o.corpo, enquanto a PGE, estimula e,
em doses maiores, relaxa ambas as porgbes, atraves de receptores EP; e EP,,
respectivamente (Wikland et al., 1982; Wiqvist et él., 1985; Senior et al., 1993).
Cumpre salientar que os achados de reatividade diferencial entre porgoes de
miométrio humano feferem-se ao final de gestagao, enquanto em nosso estudo as
diferengas mais pronunciadas foram detectadas na condigao MP, estando ausentes
na condi¢ao FP. Por outro lado, Gong et al. (1994) brelataram que no utero de
camundonga o Epyax do ca_rboprost, urﬁ analogo sintético da PGF,,, € duas vezes
maior na condigao MP do que na FP (as CEgys sao iguais), mas nao distinguiram
entre as diferentes porgdes do utero. Finalmente, Word et al. (1992) descreveram
que o miométrio humano gravido (tanto do corpo quanto de por¢gdes mais inferiores)

€ menos reativo a PGF,, do que o nao-gravido.

5.1.4. Heterogeneidade segmentar das variagées na reatividade uterina aos

agdnistas

Os possiveis mecanismos envolvidos nas alteragoes due ocorrem na
reatividade do miométrio ao longo da gestagao e, principalmente, ao final desse
pr(_)cesso, que bparece—nosv ser potencialmente importantes do ponto de vista
fisiologico, ainda sao pouco claros. Ha relatos dé gue a ‘maior reatividade do
miomeétrio do corpo uterino humano a mediadorés contrateis no final da gestagao,
seja associada a maior svensibilidade do miométrio cervical a relaxamento por
prostandides como a PGE, (Wingerup et al, 1978), sendo importantes para

desencadear a expulsiao do feto (Wolff ef al., 1996).
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Um dos diversos fnecanismos pelos qvuais o estado hormonal poderia modular,
diferencialmente, a reatividade do utero de rata a ET-1, OT e PGF,, € através de
alteragbes na densidade relativa de receptores para cada em desses agonistas,
conforme mencionado acima. Outro possivel mecanismo seria causado pela
modificagao do acoplamento mediado através das proteinas G as diversas vias de
transducao de sinal. Ha evidéncias de que a expressdo de diferentes tipos de
proteinas G no miométrio de cobaia €& significantemente alterada ao longo da
gestacao, podendo cbntribuir de modo importante na aquiescéncia uterina durante
maior parte da gestagao e a reversao desse estado no termo (Warsop et al., 1993).
Os niveis da subunidade o da proteina G, (que ativa a adenilato ciclase em resposta
a ativagao de adrenoceptores ,, por exemplo) sdo elevados no miométrio NP, mas
sao reduzidos a 25% no termo. Ao contrario, os da subunidade o de G, e G, {que
inibem a adenilato ciclase) sao baixos na condicdo NP, mas elevam-se 6 vezes por
ocasiao do parto. Por sua vez, os niveis da subunidade o da proteina Gy
(gveralmente responsavel pela ativagao da PLC e geracado de fosfoinositideos), que
sao elevados na condicao NP, variam de forma bifasica na gestacido, sendo
substancialmente reduzidos na condigao MP, mas sofrem urh aumento abrupto de 3
vezes (em relacao a NP) no termo (Arkinstall e Jones, 1990; Warsop, 1993). Outro
estudo demonstrou alteragdes, semelhantes aos observados na cobaia, nos niveis |
.de subunidades o das proteinas Gy 14 € G, (mas ndo G;3) e seus respectivos RNAmM
aollongo da gestagao no miomeétrio de ratas nao-prenhes e prenhes (Cohen-
Tannoudji .et al.;1995). Esses autores também relataram que o tratamento dé rata
nao-prenhe com progesterona provoca, 30 h depois, reducéo de 30% nos niveis de

subunidades o das proteinas Gy, (e respectivo RNAm) no miométrio. Por sua vez,
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o estradiol acarretou, 18 h depois, acréscimos significantes dos niveis de
subunidades o das proteinas G, (40%) e seu respectivo RNAm (32%). Assim, as
proteinas G;; e Gy, parecem ser alvos fisiologicos importantes da progesterona e
do estradiol no miométrio de rata, respectivamente.

Porém, as consideragdes feitas no parégréfo anterior sao insuficientes para
explicar totalmente as variagbes diferenciadas e segmentares de reatividade do
utero de raté nas diferentes condi¢cdes, pois os receptores para ET-1 {(ET,), OT e
PGF,, (FP) estao todos acoplados, através da proteina G4, a fosfolipase C nesse
tecido (Bousso-Mittler et al.,, 1989; Ruzycky e Crankshaw, 1988). Wollberg et al.
(1992) observaram que a ET-1 &€ mais potente em induzir contragdes ténicas no
utero de‘rata em préestro, do que em estro ou metaestro, mas que a sua
capacidade maxima em gerar fosfoinositideos € maior no estro do que em proestro
ou diestro. Assim, ha mecanismos adicionais envolvidos na contragao uterina
estimulada pela ET-1, aléem da producao de fosfoinositideos, pelo menos em
diferentes fases do ciclo estral da rata. Nesse sentido, o receptor ET, do utero de
rata imatura, tratada com éstradiol, encontra-se acoplado tanto a PLC (proteina
Gy11) Quanto a inibi¢ao da adenilato ciclase (proteina G; - Khac et al., 1992).

Molnar e Hertelendy (1995) -demonstraram que as vias de transducao de sinal
ativadas pela ET-1, OT e PGF,,, em células de miométrio isoladas de rata proxima
ao termo, apresentam diferéngas marcantes. Embora os 3 agonistas causem um
aumento bifasico do efluxo de calcio radiomarcado dessas células {ordem de
poténcias OT > PGF,, > ET-1), inibidores da PLC ou um antagonista do P,
(heparina) inibem as respostas induzidas pela OT e a ET-1 de modo. pronunciado,

“mas nao a resposta a PGF,,. Os 3 agonistas também estimulam a producéao de
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fosfatos de inositol (IP,, IP, e IP;), mas a ordem de poténcia para esse efeito €
distinta e a poténcia da PGF,,, em particular, & especialmente baixa (OT > ET-1 >>
PGF,,). O mesmo trabalho evidenciou ainda que, ao contrario da ET-1 e da PGF,,,,
a sintese de fosfoinositideos ativada pela OT & marcadamente susceptivel a inibigdo
por pré-incﬁbagéo das ceélulas com toxina de Bordetella pertussis, que ribosila as
subunidades o das proteinas G; e G,. Tais achados indicam que as proteinas G que
viabilizam a mobilizagao de calcio, de estoques reticulares sensiveis ao IP5, induzida
pela OT e a ET-1 sao distintas. Além disso, juntamente com achados anteriores
(Molnar e Hertelendy,1990b), demonstram que a PGF,, atua principalmente em
promover o influxo de calcio atravées da membrana plasmatica, enquanto que as
respostas a OT dependem apenas em parte desse tipo de mecanismo.

Ha evidéncias adicionais de que a OT e a ET-1 induzem contragao do atero de
rata através de mecanismos distintos. Confirmando achados prévios com a ET-1 em
miométrio de rata nao-prenhe (Rae et al., 19935, Izumi et al. (1995) mostraram que
as contragdes induzidas por OT, em microfragmentos de miométrio de rata prenhe a
termo, sdo mais resistentes a remogao de éélcio do meio extracelular que as
causadas por ET-1, embora ambos os agonistas ainda contraissem a'preparagéo
nessas condi¢goes. Além disso, verificaram que tanto a OT quanto o GTPyS (que
impede a reassociagao do trimero ofly de proteinas G potenciavlizam a contragao
induzida por calcio em preparagdes previarﬁente permeabilizadas (“skinned”),
enquanto a ET-1 mostrou-se inefetiva. Esses resultados indicam que a OT, mas nao
a ET-1, também sensibiliza as miofibrilas ao calcio no Gtero de rata a termo,
corroborando achados anteriores de Sakata e Karaki (1992) no utero de rata

prenhe de 20 dias, embora a ET-1 possa sensibilizar o utero de cobaia nao-prenhe
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tratada com estradiol (Sakata et .aI, 1989). A exemplo do utero de rata, ha também
diferénc;as consideraveis nos mecanismos subjacentes as contragdes induzidas pela
ET-1, OT e PGF,, no utero humano gravido e n&o-gravido (Molnar e Hertelendy,
| 1990b; Word et al., 1990, 1992), e pela OT e PGF,, no miométrio de coelha prenhe
ou nao-prenhe (Okawa et al., 1993).
Os niveis de encefalinase, a principal enzima que degrada a ET-1, aumentam
consideravelmente no endométrio humano nao-gravido na fase latea do ciclo
menstrual, para entao diminuir na fase menstruai, possivelmente em resposta aos
niveis tissulares de progesterona (Casey et al., 1991; Marsh et al., 1995). Os niveis
de ET-1 no tecido variam em sentido inverso. Durante a gravidez, ha também
atividade pronuncfada da encefalinase em diversos tecidos placentarios fetais
(Bmnio, coérion laevis e decidua parietal), que parece ser maior em tecidos
- placentarios obtidos por cesariana_eletiva do que por parto natural (Germain et al.,
1994). Também observa-se a presenca de prostaglandina desidrogenase, a enzima
que metaboliza as PGs, nos mesmos tecidos fetais, éom excessao do amnio.
Porém, a metabolizacao de PGs por tecivdos fetais (c()rionv ou amnio) durante o parto
espontaneo bu.por cesariana eletivé nao parece ser diferentes (Brennand et al.,
1995).' Por outro lado, os niveis placentérios de ocitocinase, a cisteil-aminopeptidase
que degrada a OT no utero, sao particularmente altos no coérion /aevis, mas a
enzima também € encontrada no amnio e decidua parietal (Germain et al., 1994).
Além disso, esta bvastante »claro que ds niveis circulantes de ocitocinase aumentam
progressivamente até cerca de 10 vezes duranfe a 'gestag;éo., embora essa enzima
nao pareca ser responsavel pela degradacao da OT na circulagdo materna (Majkic'-

Singh et al, 1982). Assim sendo, fatores farmacocinéticos relacionados ao
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metabolismo da ET-1, OT e PGF,, pelos diferentes tecidos associados ao utero,
também poderiam contribuir para as mudanc¢as diferenciadas que ocorrem no
transcorrer da gestagao na reatividade do miométrio aos 3 agonistas.

Finalmente, tais diferengcas na reatividade utérina a agonis;(as miotrépicos
poderiam ser decorrentes de influéncias inibitérias seletivas exercidas por
compostos relaxantes produzidos no utero du tecidos adjacentes durante a
gestacao, como a relaxina (Downing e Hollingsworth, 1993; Hughes e Hollingsworth,
1996) e o 6xido nitrico (Papka e McNeill, 1992; Yallampalli et al., 1993; Natuzzi et
al., 1993; Jaing et al, 1996). De forma bastante elegante, Snyder et al. (1994)
verificaram que a decidua exerce uma influéncia inibitdéria significativa, porém
distinta, sobre as respostas do miométrio transversal do Utero de rata prenhe de 18 -
20 dias induzidas por OT ou PGF,,. Contudo, os autores nao caracterizaram os
possiveis mediadores envolvidos nessa modulagdo exercida pela decidua, que
poderiam incluir prostandides, citocinas ou a prépria OT.

Considerando que tanto a miométrio quanto o endométrio uterino de rata sao
capazes de gerar prostandides (Campos et al., 1980 ; Brown e Poyser, 1985;
Franchi et'al‘, 1985; Jouanen et al., 1985), julgamos procedente avaliar, ainda que
indiretamente através de um inibidor de COX, qual seria a importénéia desses

prostanoides na reatividade da musculatura lisa uterina a ET-1, OT e PGF,,,.

5.2. Influéncia da indometacina nas contracoes do utero isolado de rata

induzidas por ET-1, PGF, e OT em diferentes condigdes

A exposicao de porgcoes PO e PC de utero de rata ao inibidor de ciclo-

oxigenase indometacina, in vitro, determinou alteragdes variadas da reatividade da
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preparagéo,.que dependerarﬁ tanto do agonista quanto da condicao. Por exemplo, a
?ndometacina nao afetou a reatividade de preparagoes PO ou PC a ET-1 na
condigao NP, mas reduziu as contragdes induzidas pelo agohista na condi¢ao FP.
Também, a droga potencializou as respostas a OT e PGF,, em preparagdes PC |
(mas nao PO) na condigdo NP, bem como em preparagées PO na condigao FP,
mas causou o contrario (i.e. inibicdo das contragbes) em preparacées PC na
condigdo FP. Em vista doé diferentes mecanismos envolvidos nas contracées
promovidas pelos 3 agonistas no atero de rata, discutidos na segéo precedente,
talvez essa variabilidade na resposta é;.indometacina nado seja totalmente
inesperada. Contudo, a heterogeneidade segmentar verificada em relacdo a
reatividade de preparagbes PO e PC a OT e PGF,, foi tao marcada que, na
condigao FP, as respostas médias obtidas agrupando-se os valores das
pre‘parag;()es PO .+ PC na auséncia ou présenga de indometacina. nao diferiram
significativamente entre si bara qualquer desses dois agonistas (P > 0,05, teste “t”
bicaudal de Student; resultados nao apresentados). Talvez seja por isso que alguns
trabalhos anteriores né»o' tenhém detectado quéisquer influéncias da injdometacina
nas respostas causadas por ambos agonistas. nessa preparacgao.

Ha evidéncias q_he as. ETs estimulam a liberacao de prostanoides em diversos
tecidos e células, evque esse fenémeno afeta a magnitude dos efeitos produzidos
por esses peptideos (Hyslop e De Nucci, 1992). Especificamente no trato genital
feminino, a E_T—1 estimula a producao de PGF,,, em células endometriais cultivadas
humanas (Cameron et .al.,. 1991; Ahmed et al., 1992). Como erndométrio nao foi
removido das preparagées utilizadas no presente estudo, épossivél sugerir que a

ET-1, nas condigées MP e FP, tenha estimulado a liberacao de PGs excitatorias do
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endomeétrio, e que estas, por difusao, tenham alcangado o miométrio. O rﬁiométrio
de rata (com ou sem endométrio associado) produz PGE, e PGF,, em todas as
condi¢cdes analisadas no presente estudo, embora a produgao desses prostandides
seja maior na condicdo FP que no 15° dia de gestégéo (Gu et al., 1990).
Diferentemente da PGF,,, que induz apenas contragdo do miométrio, a PGE, causa
também relaxamento uterino, principaimente em porg()es cervicais a termo (ver
Introducao). Alternativamente, os efeitos da indometacina em nosso estudo
poderiam refletir um sinergismo entre a ET-1 e PGs presentes no miométrio. De fato,
ha relato de sinergismo entre os efeitos contrateis da ET-1 e a PGF,, no utero
isolado de rata na condigdo NP, mas nao na condigédo FP (Calixto e Rae, 1991). No
presente estudo, a indometacina nao afetou a reatividade a ET-1 na condigao NP,
mas reduziu significativamente as contragdes induzidas pelo peptideo na condigao
FP e; em grau menor, na céndigéo MP. .Por outro lado, nossos resulfado-s na
condigao FP confirmam o relato de lzumi et al. (1995) de que a indometacina reduz
consideravelmente a reatividade do utero de rata a ET-1 nessa covndigéo.

As evidéncias da literatura com relacdo a habilidade da indometacina em
inibir contragbes uterinas induzidas pela OT s&do contraditorias. Alguns estudos
demonstraram que a indometacina inibe significantemente contragées induzidas
pela OT em utero de rata ovariectomizada ou tratada com estradiol (Vane e
Williams, 1973; Aizawa e Shimizu, 1978; Whalley, 1978; Hall, 1983; Caldwell e
Gérdner, 1986) ou de coelha nao-prenhe, mas nao no inicio da gestacao (Laudanski
et al., 1977). Porém, em humanos, a indometacina inibe as contragbes induzidas
pela OT (mas nao pela PGF,,) em miométrio nao-gravido, no inicio da gestagao

(Garrioch, 1978) e a termo (Quaas et al., 1987). Por outro lado, Chan (1977) €
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Franchi et al. (1990) ndo detectaram qualquer influéncia da indometacina nas
contragoes induéidas pela OT em utero de rata tratada ou nado com estradiol.
Também ha controvérsia quanto a capacidade da OT induzir a liberacdo de
prostandides no utero. Em utero humano a termo (Fuchs et al., 1981; Quaas et al.,
1987) e de ovinos em estro (Roberts e McCraken, 1976) a OT libera PGF,, do
endometrio, mas nao do miometrio, enquanto que no miométrio de cobaia a OT (ao
contrario da ET-1) nao libera acido araquidénico (Khouja e Jones, 1992a). Alguns
observaram que a OT promove a liberagao de PGF,, (mas ndo de PGE, ou PGE,)
no utero de rata (Campos et al., 1980; Franchi et al., 1990), mas outros nao
encontraram evidéncias nesse sentido (Ishikawa e Fuchs, 1978). Tanto Chan (1977)
quanto Franchi et al. (1990) sugeriram que, no Utero de rata, ha uma dissociacao
entre a atividade miotropica da OT e sua capacidade de promover liberacao de
prostandides. Embora nossos resultados nao permitam resolver essa questao,
talvez oferet;am uma explicagao plausivel para a controvérsia, no sentido que a
influéncia da indometacina nas contragées induzidas pela OT em preparacées PC e
PO diferem marcadamente nas 3 condicbes. E interéssante destacar que nao
encontramos na literatura qualquer men¢ao a potencializacao, pela indometacina,
de contracdes uterinas em resposta a esse agonista. No entanto, nossos resultados
- apontam para a ocorréncia de tal fendmeno na preparag¢ao PO na condicado FP, mas
o contrario foi detectado na preparacao PC nessa mesma condicgao.

A indometacina influenciou a reatividade do utero de rata a PGF,, de modo
bastante semelhante ao perfil observado em relagao a OT. Essa constatagao chega
a ser surpreendente quando se considera os diferentes mecanismos de agao da OT

e da PGF,, no miométrio de rata no ultimo dia de gestacao (Molnar e Hertelendy,
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1995) e em celulas cultivadas de miométrio humano (Hertelendy et al., 1995).
Porem, convém lembrar que ambos os agonistas provocam, ainda que por
mecanismos distintos, aumento da concentragdo de calcio livre no citosol, e que o
cation & importante na ativagdo da pelo menos uma das isoformas de PLA, e
consequente mobilizagdo do &cido araquidénico (Bonney et al, 1992). Nao
encontramos na literatura relatos especificos sobre a influéncia da PGF,, na
producao de prostan()idés pelo utero de rata. Contudo, tal acdo € provavel, ja que o
receptor FP para a PGF,,, controla influxo de calcio no miométrio dessa espécie. Por
outro lado, embora Garrioch (1978) tenham observado que a indometacina nao
afeta contragbes do miométrio humano nao-gravido ou em inicio de gestagéo
induzidas pela PGF,,, embora iniba as contracdes estimuladas pela OT, Hertelendy
et al. (1995) demonstraram que, a exemplo da OT mas por mecanismos distintos, a
PGF,, causa mobilizagao de écido araquidénico em ceélulas cultivadas do miométrio
~humano. |

Uma comparagao dos efeitos distintos da indometacina sobre as contracées
induzidas, por um lado, pela ET-1 e, de outro, pela OT e PGF,,, bem como a
variagao desses efeitos entre as 3 condigbes, aponta dois aspectos interessantes.
Primeiro, o acoplamento dos receptores ET, a ativacdo da PLA,, bem como a sua
modulagao por hormdnios, parecem ser.diferentes das observadas em relacao a.o
receptor FP ou OT. Segundo, as vias metabdlicas subsequentes a conversao do
acido araquidénico em endoperoxidos pela COX em respbsta a ativacao desses
receptores também sao distintas, principalmente na preparacao PO na condi¢ao FP.
Nesse sentido, seria interessante analisar, no futufo, quais sdo os prostandides

inibitorios efetivamente liberados pela OT e PGF,, (mas nao pela ET-1) na
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preparacao PO de rata na condicao FP. Prostan()}ides end()gevnos que poderiam
induzir relaxamento do miométrio incluem a PGE, e a PGIl, (Wikland et al., 1983;
Wiqgvist et al.,, 1985). No miométrio humano obtido durante cesariana eletiva, doses
elevadas de PGE, causam relaxamento do éorpo, mas nao do istmo (Wikland et al.,
1982), enquanto no miométrio a termo‘ este prostandide contrai o corpo e relaxa o
istmo (Wikland et al., 1984). |

As PGs parecem exercer papéis importantes no controle do tono uterino em
diversas especies, particularmente na fase final da gestagéao. Ha evidéncias de que,
no final da gestacado e por ocasiao do parto, a produgao de PGs pelo Utero e/ou
miométrio estd aumentada em ratos (Wilson et al., 1982; Wilson e Lindsey, 1987),
coelhos (Bloch et al., 1983) e humanos (Sellers et al., 1982; Fuchs e Fuchs, 1984 -
ver também variagbes durante ciclo menstrual em Bonney, 1985). Nesse sentido,
também foi relatado aumento pfonundiado da atividade da PLA, no utero a termo
humano (Bennet et al, 1993) e de cobaia (Khouja e Jones, 1992b), onde ha
aumentos de atividade na regiao do cérvix na ordem de 10 a 50 vezes na condi¢do
FP e de 75 vezes no termo (Rajébi e Cybuléky, 1995). Além disso, ha aumento da
_ exprésséo da tromboxano A,-sintetase no utero humano a termo_(Swanson et al,,
1992).

Urﬁa etapa crucial na formagao de PGs a partir do acido araquidonico € a
transformacao desta em endoperdxidos (PGG, e PGH,) pela COX. Recentemente,
foi demonstrada a existéncia de pelo menos duas isoformas dessa énzima: a ciclo-
oxigenase-1 (COX-1) e a ciclo-oxigenase-2 (COX—2). Enquanto a COX-1 &€ uma
enzima constitutiva, presente em praticamente todasr as células, a COX-2 tem a sua

expressdo aumentada, de forma pronunciada, por citocinas e mitégenos e inibida
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por glicocorticoides (para revisao ver Pairet e Engelhardt, 1996). Diferentemente da
COX-1, a presenga da COX-2 é'restrita, normalmente, a apenas alguns tecidos ou
células, e sua expressao aumenta marcadamente em tecidos inflamados. O Utero é
um dos poucos orgaos onde a expressao de COX-2 parece ocorrer como evento
fisiologicamente normal, especialmente nas fases finais da gestacdo (Bennet e
Slatter, 1995). Entre os diversos tecidos intra-uterinos, os gue mais expressam a
COX-2 e PLA, (do tipocous)saoo amnio €, em menor grau, a placenta, enquanto
que a COX-1 é encontrada difusamente e em niveis baixos no &mnio, coérion e
decidua. A relacao COX-2/COX-1 em membranas fetais e placenta humanos, que
normalmente é baixa ao longo do primeiro, segundo e inicio do terceiro trimestres
de gestagao, aumenta de forma muito pronunciada (> 100 vezes) ao final do terceiro
trimestre e, mais ainda, por ocasido do parto (Bennet e Slatter, 1995). E importante
salientar, ainda, que os inibidores de COX diferem consideravelmente quanto as
suas eficacias em inibir a COX-1 e a COX-2. Alguns, corho flurbiprofeno, naproxeno
e salicilato n&o apresentam seletividade inibitéria, bloqueando quase que igualmente
ambas as isoformas (Mitchell et al., 1993, Pairet e Engelhardt, 1996; Vane e Botting,
1996). Outros apresentam maior poténcia em inibir a COX-1 do que a COX-2, como
ibuprofeno, indometacina e piroxiéam, gue exibem uma relagcao de CEjys para
inibicao de COX-2 e COX-1 em macréfagos cultivados de cobaia de 15, 60 e 250
vezes, respectivamente (Mitchell et al., 1993).

Diante dessas consideragdes, e em vista da alteragdo pronunciada no
aparente acoplamento de receptores ET, no utero de rata ao longo da gestacgao
(reve.lada no presente estudo pelo uso da indometacina), a ultima série de

experimentos procurou avaliar se a sintese de prostanoides estimulada pela ET-1 na
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condicao FP estaria associada ao aumento da expressido de COX-2 nessa
preparagao. Como nao houve diferengas na reatividade de preparagoes PO e PC a
ET-1, bem como na influéncia da indometacina nas contra¢des induzidas por esse
a‘gonista, nao fizemos distingdo entre as diferentes por§6es nesses experimentos.
Foi observado que, a exemplo da indometacina, o piroxicam (in vitro, 5 uM) reduziu
de rﬁodo marcante as contrag¢des induzidas por ET-1 na condigao FP. Contrastando
com esses resultados, o ibuprofeno (5 ou 10 uM) praticamente nao alterou a
reatividade uterina a ET-1. Uma analise da capacidade do ibuprofeno, indometacina
e piroxicam em inibir a COX-2 de macrofagos ativados com endotoxina bacteriana
revelou CEggs inibitorias de 73; 1,7 e 0,6 uM, respectivamente (Mitchell et al., 1993).
Uma comparagao desses valores com as concentragdbes de ibuprofeno,
indometacina e piroxicam empregadas no presente estudo (5 a 10 uM), sﬁgere que
a concentragao de ibuprofeno (mas nao dos outros dois agentes) tenha sido -
insuficiente para inibir a COX-2. Como o ibuprofeno, ao contrario da indometacina
ou do piroxicam, praticamente nao alterou as contracdes induzfdas pela ET-T1,
parece que ha um acoplamento importante de receptores ET, a formacao de PGs
excitatérias pela via controlada por COX-2 no utero de rata na condigao FP.

Nossos resultados contrastam frontalmente com o relato de Myatt et al.
(1994) de que o miometrio de rata prenhe de 16 a 22 dias nao expressa a COX-2
detectavel por anticorpo policlonal especifico, embora a expressdo de COX-1 nesse
tecido aumente progressivamente no decorrer da fase final da gestagao. Mais
recentemente, Dong et al. (1996) usando anticbrpos monoclonais confirmaram que a
musculatura longitudinal do utero de rata é desprovida de COX-2, mas tanto essa

isoforma quanto a COX-1 (em menor grau) € encontrada na camada circular de
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musculo liso, bem como no endométrio de rata virgem ou prenhe. Esses autores
mostraram, ainda, que os niveis uterinos de COX-2 (mas nao de COX-1) variam no
transcorrer do ciclo estrél, e que os niveis de ambas as isoformas aumentam de
modo pronunciado no fim da gestagdo. Diante desses achados, é possivel que a
eficacia inibitéria da indometacina e do piroxicam sobre as contragdes induzidas
pela ET-1 do miométrio longitudinal do utero em FP reflita a capacidade do peptideo
em estimular a atividade da COX-2 no endométrio ou no miomeétrio circular, e que as
PGs geradas por essas células difundam até o miométrio longitudinal. Claramente,
novos estudos sado necessarios para testar essa hipotese. Por outro lado, o
miométrjo humano gravido também expressa tanto COX-1 quanto COX-2, mas ha
controvérsias quanto a relacao COX-1/COX-2 no decorrer da fase final de gestacgao.
Zuo et al. (1994) observam um aumento progressivo da relagao (COX-2 > COX-1)
até imediatamente antes do parto, enquanto Moore et al. (In press, apud Bennet e
Slatter, 1995) descrevem que a expressao de ambas as isoformas & semelhante no
miométrio a termo.

Uma das caracteristicas basicas que distingue a COX-2 da COX-1 é que a
expressao da primeira pode ser .inib.ida por glicocorticoides (Masferrer e Seibert,
1994; Pairet e Engelhardt, 1996). Nesée sentido, evidenciamos que o tratamento
com o glicocorticéide dexametasona in vivo por 2 dias (dias 19 e 20 de gestac¢ao),
mas nao in vitro (1 uM), reduziu as respostas do utero de rata em FP a ET-1 a niveis
semelhantes aos observados normalmente na presenga de indometacina. A
dexametasona in vivo também aboliu a capacidade da indometacina (in vitro) em
inibir -as contragbes induzidas por esse agonista, desmascarando uma

potencializagao das respostas a ET-1 pelo inibidor de COX. O tratamento in vivo por
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2 dias com indometacina (dias 19 e 20 de ge'stagévo) determinou alteragdes na
reatividade a ET-1 muito parecidas com as verificadas em preparagdes de animais
tratados com dexametasona.

Esses ultimos dois grupos de resultados poderiam também ser interpretados
no sentido de um aumento da expressdo de COX-2 no utero de rata na condigcéo
FP. Porém, é importante destacar que os glicocoriicéides podem atuar em outras
etapas da sintese de prostandides, por exemplo suprimindo a expressao da PLA, e
estimulando a producao de lipocortina-1, proteina que nao sé dificulta a ativacao
- dessa enzima (Boumpas ef al., 1991; Masferrer e Seibert, 1994; Coméra e Russo-
Marie, 1995), como pode ligar-se ao RNAm da COX, impedindo sua transcrigao
(Bailey e Verma, 1991). Nossos resultados sao ainda insuficientes para afirmar se,
nas condi¢gbes desse estudo, a dexametasona atou sobre a expressao de COX-2
e/ou PLA,. Apesar disso, parecé procedente mencionar que o fratamento in vivo por
2-3 dias tanto com indometacina (Fuchs et al.,, 1976; Weinstein et al., 1977) como
com dexametasona (Chatterjee et al., 1993) retarda o parto em ratos. Além disso,
tem sido proposto que o tratamento com glicoborticéides pode previnir o parto
pfematuro em nossa espécie (Thorburn et al., 1977), e que o émprego de inibidores
de ciclo-oxigenase retarda o inicio e aumenta a duragao do parto (Lewis e

Schulman, 1973).

5.3. Consideracoes Finais

O presente estudo avaliou a reatividade de diferentes porgdes do utero de
rata aos 3 agonistas que parecem ser os mediadores miotropicos fisioldégicos mais

importantes na deflagragao do trabalho de parto. Observamos nac apenas
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diferengas segmentares importantes e seletivas para cada um desses agonistas,
incluindo_ a possivel mediacdo dos seus efeitos contrateis por prostandides, como
também alteracdes distintas na reatividade desse tecido a cada um deles durante a
gestacado, principalmente na condicdo FP. Ha relatos de sinergismo significativo
entre a ET-1 e a OT no miométrio humano nao-gravido (Maggi et al.,, 1993) ou
gravido (Valenzuela et al., 1995) e no miométrio de coelha prenhe (Peri et al., 1992),
entre a ET-1 e a PGF,, no utero de rata ndo-prenhe (Calixto e Rae, 1991), e entre a
OT e PGs (PGF,, e PGE,) em utero de rata prenhe (Husslein et al., 1982). Aléem
disso, as PGs estimulam a expressao de receptores ocitocinérgicos no miométrio de
ratas prenhes (Chan, 1987) e facilita alostericamente a ligagao da OT a seus
receptores em miométrio gravido humano (Fukai et al., 1984). E interessante
ressaltarv que, no miométrio de ovelha e coelha nao-prenhes, alem das PGs
aumentarem a resposta a OT, podem estimular a formagao de jungoes
comunicantes, permitindo assim um maior sincronismo entre as respostas contrateis
das células muscdlares do miométrio (Liggins et al., 1977; Laudanski et al., 1977). O
presente estudo nao avaliou o grau de sinergismo que possa haVer entre a ET-1, OT
e PGF,, em diferentes porcdes do utero de rata nas diversas condigoes.
Certamente, na luz dos resultados aqui abresentados, um estudo déésa natureza
contribuiria de modo significativo para delinear a importancia relativa de cada uma
dessas substancias no controle da motilidade do miométrio ndo-gravido ou gravido

nessa especie.
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RESUMO E CONCLUSOES

O presente estudo analisou as respostas contrateis das porgdes ovariana (ou
proximali PO) e cervical (ou distal: PC) de utero isolado de rata nao-prenhe (NP) e
prenhe de 12 dias (MP) e de 21 dias (FP) a ET-1 (0,1 - 100 nM), OT (0,1 - 300 nM) e
PGF,, (1 - 1000 nM), bem como avaliou a influéncia dos prostandides endogenos
nas contragdes induzidas peios 3 agonistas, através do emprego de inibidores de
ciclo—oxigenaée (COX) e da dexametasona. Os resultados obtidos revelaram que:

1. Os trés agonistas causaram éumento da frequéncia das contracdes
espontaneas, bem como contragbes tonicas, em ambas as preparacbes em todas
as trés condigoes.

2, Nao houve diferencas entre a reatividade de preparagées PO e PC a ET-1 em
cada uma das condi¢bes, mas o Eyax € a CEg, obtidas er;l ambas preparagoes
foram menores na condicao FP do que na NP (23% e 2,5 vezes, respectivamente).
3. O Epax da OT foi maior na preparagao PO do que na PC na condi-(;éo NP
(22%), igual na MP e menor na condigao FP (28%). Embora as CE;;s a OT em
preparagdes PO e PC tenham sido iguais dentro de cada uma das condi¢cdes NP e
FP, na condicao MP a preparacao PO foi 4 vezes mais sensivel a esse agonista do
que a PC. Ainda com relagao a OT, as CE;ys observadas na condigao MP foram de
4 a 18 vezes maiores do que na condigao NP, enquahto que na condicao FP houve
reducdes desse parametro de 5_a 28 vezes em relagao aos valores obtidos na
condigao MP.

4. A PGF,, induziu um Esx maior na preparacao PO que PC na condigao NP

(38%) e, de forma mais acentuada, na condigdo MP (79%). Na condigao FP esse
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parametro féi semelhanté em ambas as preparagbes. Nao foram observadas
quaisquer diferengas com relagao a CE;, desse agonista _nés vérios grupos.

5 A poténcia da OT foi maior que a da ET-1 nas duas porgoes, tanto na
condi¢cao NP quanto na FP, mas os agonistas foram equipotentes em nivel da CEs,
em ambas as preparagdes na condigao MP. A PGFZ(X foi menos potente que a ET-1
ou a OT em todos os grupos. O Eyax da ET-1 foi igual ao da OT em todos os
grupos, exceto na preparacao PC na condicao NP, onde ocorreu o inverso. Na
preparacao PO na condicao MP o Eyax da ET-1 foi igual ao da PGF,,, mas nos
demais grupos o Eyax do prostandide foi menor que o da ET-1. O EMAXI da PGF,, foi
menor que o da OT em trés grupos (PO-NP, PC-MP e PC-FP) e iguél nos demais
(PO-NP, PO-FP e PC-NP).

6. A incubacdo com indometacina (5,6 uM), um inibidor de ciclo-oxigenases,
reduziu o Eyax da ET-1 na prepérag:éo PC nas condigoes MP e FP (12 e 16%), bem
como a poténcia do agonista na preparagdo PO em M'P (2 vezes) e na PC em FP (3
vezes). A droga também aumenfou 0 Emax da OT e da PGF,, na preparagao PC em
NP (16 e 40 %), bem como na preparacdo PO em FP (63'e 80%), mas reduziu esse
parametro da OT na breparagéo PQ em MP e PC em FP (19 e 43%). A
indometacina reduziu a poténcia da OT nos grupos PO-NP, PO-MP e PC-FP (1.8,
2.8 e 6 vezes, respectivamente) e a da PGF,,, no grupo PO-MP e PC-FP (4,4 e 3,5
vezes), mas aumentou a poténcia desse agonista no grupo PC-NP (8,6 vezes).

7. Combinando-se os grupos PO e PC na condicao FP, a incubagao com
indometacina aumentou a CE;sy a ET-1 em 2 vezes e reduziu o Eyayx do agonista em
34%. Efeitos semelhantes forarﬁ observados apos incubacao das preparagoes com

o piroxicam (5 uM), i.e. aumento de 2 vezes e reducdo de 26%, respectivamente.
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Em contraste, a reatividade a ET-1 nao foi modificada pela incubagéo com o
ibuprofeno (10 uM) ou com o glicocorticoide dexamétasona (1uM). O tratamento de
animais com dexametasona (0,35 mg/kg/dia, ip.) ou com indometacina (3
mg/kg/d_ia, I.p.) por dois dias, a partir dé 1Q° dia de gestag'ao, bloqueou as
modificagbes induzidas pela incubagao com indometacina in vitro na reatividade a
ET-1. Em preparagbes de ratas tratadas com dexametasona, a incubacdo com
indometacina aumentdu 0 Epax da ET-1 em 23%.

Os resultados desse estudo indicam a ocorréncia de diferengcas segmentares
importantes e seletivas na reatividade do utero isolado de rata a ET-1, OT e PGF,,,
bem como na possivel mediacao e/ou modulagao dos seus efeitos contrateis desses
agonistas por prostandides. Também evidenciarh alteracdes distintas na reatividade
desse tecido a cada um dos agonistas analisados durante a gestacédo,
principalmente ha condigao FP. Sugerimos aihda evidéncias funcionais indiretas de
que as respostas do utero de rata a ET-1, na condicao FP (diferentemente da
condicao NP), envolvem um acoplamento sighiﬁcativo com a geragao de
prostanoides excitatorios pela COX-2, que € bloqueado pelo tratamento in vivo com
dexametasona, possivelmenté por redugdo na expressao da COX-2 ou da

fosfolipase A,.
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SUMMARY AND CONCLUSONS

This study evaluates the responsiveness of different portions of the uterus
(more proximal to the ovary or PO; and more proximal to the cervix or PC) from
either non-pregnant rats (NP) in estrous, or mid-pregnant (12 days; MP) or late-
pregnant (21 days; LP) rats, to contractions induced in vitro by endothelin-1 (ET-1;
0.1 - 100 nM), oxytocin (OT; 0.1 - 300 nM) or .prostaglandin Fa. (PGFy,; 1 - 1000
nM). The possible roles of prostanoids in these responses were also evaluated, by
use of cyclo-oxygenase (COX) inhibitors and dexamethasone. The results revealed
that:

1. All three Iagonists increased the rate of phasic spontaneous contractions and
induced tonic contractions. Only the latter where quantitatively measured.

2, The responsiveness (Eyax and ECg,) of both PC and PO uterine strips to ET-
1 were similar in each of the conditions, but these parameters were reduced in both
porﬁons during LP, in comparison to values seen during NP (23% and 2.5-fold,
respectively).

3. The Eyax of OT was greater in PO than PC ;juring NP (22%), similar during
MP and actually smaller during LP (28%). Although the ECys to OT detected in PO
and PC were similar within each condition, MP was associated with a decreased
sensitivity in both portions (4 to 18-fold relative to NP), which reversed to
substantially lower values during LP (5 to 28-fold, relative to MP).

4, PGF,, induced a greater Eyax in PO than PC during NP (38%) and even more
so during MP (79%), but. no suéh difference was observed during LP. No differences

were observed regarding the EC;, of this agonist in the various groups.
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5. The poténcy (EC50) of OT was greatér than that of ET-1 in both portions
during NP or LP, but both agonists were equipotent in preparations tested during
MP. PGF,, was less potent than ET-1 or OT in all groups. The Eyax of ET-1 was
similar to that of OT in the all groups, except in the PC portion during NP. In the PO
portion during the MP condition, the Eyax of ET-1 was similar to that of PGF,,, but in
all the other groups the E,ax Of the prostanoid was smaller than that of ET-1. The
Euax of PGF,, was lesser than OT in three experimental groups (PO-NP, PC-MP
and PC-LP) and similar in the other three (PO-NP, PO-LP and and PC-NP).

6. ‘Incubation with indomethacin (5.6 pM), an inhibitor of both COX-1 and COX-2,
reduced the E,,, of ET-1 in PC, under MP and LP conditions (12 e 16%), as well as
the potency of the PO preparation during MP (2-fold), and in PC during FC (3-fold).
This drug increased the E.,, of OT and PGF,, in PC preparations in NP (16 and
40%), as well as in PO during LP (63 and 80%). The COX inhibitor also reduced the
potency of OT in the following groups: PO-NP, PO-MP and PC-LP (1.8; 3 and 6-
fold), and of PGF,, in PO-MP and PC-LP groups (4.4 and 3.5-fold), but increased the
potency of this agonist in the PC-NP group (8.6-fold).

7. When the reéults obtained in PO and PC préparations during LP weré
combined, incubation with indomethacin increased theb ECs, to ET-1 2-fold and
reduced the E,,, of agonist by 3£.1%4 Similar effects were observed after incubation of
these preparations with piroxicam (5 pM), another COX inhibitor. In constrast, the
responsiveness to ET-1 was not modified by incubation with ibuprofen (10 pM), a
COX inhibitor which is less potent against COX-2 than the other two compounds
tested, or with the glucocorticoid dexamethasone (1 uM). Treatment of the animals

with dexamethasone (0.35 mg/kg/day, ip) or indomethacin (3 mg/kg/day, ip) for two
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days, beggining on day 19 of pregnancy, blocked the changes in responsiveness to
ET—1 induced by incubation with indomethacin in vitro. In preparations of rats treated
with dexamethasone, incubation with indomethacin increased the E_,, of ET-1 by
23%.

The results of this study demonstrate important and selective segmentar
diferences in the responsiveness of rat isolated uterus to ET-1, OT and PGF,_, as
well as in the possible mediation and/or modulation of their contractile effects by
prostanoids. They also constitute evidence for distinct modifications in the reactivity
of this tissue to each of these agonists during pregnancy, particularly during LP.
Further, we provide functional evid_ence that the responses of rat uterus to ET-1
during LP possibly involves a significant coupling of ET, receptors to the generation
of excitatory prostaﬁoids by COX-2, which can bev blocked by in vivo treatment with

dexamethasone.
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