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forga elétrica (32Hz, 300mA, 30s) antes (a) e apds (b) a
exposicao de 0,3uM do farmaco atropina. A atropina aboliu as
contragdes neurogénicas em todas as frequéncias, porém nao
afetou as contragbes espontdneas. Escala: magnitude 2g e
temMPO 10 MUN .
Traco representativo mostrando a auséncia de efeito do L-
NAME (100um) sobre a resposta neurogénica (32Hz) e
espontanea no musculo circular liso de suinos. Escala:
magnitude 5g e tempo 10 MIN........ooeiiiiiiiiieee
Representagcédo grafica da curva de resposta-concentragdo ao
farmaco prazosina (0,01-3uM) nas musculaturas lisas
longitudinal (ML) e circular (MC) da cérvix de suinos. Os
resultados estdo expressos em porcentagem de médiazerrro
padrdo em relacdo a ultima média da resposta de contragao a

32Hz (medida antes da adicao da primeira concentracao da
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Figura 18:

Figura 19:

Figura 20:

Figura 21:

prazosina). Nao houve efeito sobre as contragbes neurogénicas
(P0,05) e aaaa e
Tragos representativos ilustrando a atividade da musculatura
lisa circular da cérvix de suinos em resposta a estimulagao
elétrica (32Hz) e contragbes espontaneas antes (a) e apds (b) a
exposicdo a 10uM de fenoxibenzamina. E possivel observar
redugdo das contragbes neurogénicas e auséncia das
contragdes espontaneas. Escala: magnitude 5g e tempo 5 min..
Representacgéo grafica do efeito do aumento das concentragdes
do farmaco fenoxibenzamina (1-10uM) sobre a musculatura lisa
circular da cérvix de suinos em relagcdo as respostas de
contragcdo ao estimulo elétrico de 32Hz, antes e apds remocgéao
do farmaco. E possivel observar que o efeito da
fenoxibenzamina continua mesmo pos-
[AVAgEM. ..o

Representacédo grafica dos efeitos dos farmacos isoprenalina
(a), diltiazem (b) e papaverina (c) sobre as contragdes
neurogénicas (32Hz, 300mA, 30seg) das camadas da
musculatura lisa longitudinal e circular da cérvix de suinos. As
respostas estdo expressas em porcentagem da resposta

neurogénica a 32Hz sem o farmaco em média * erro

Tracos representativos da curva de resposta-concentragao aos
farmacos a) Isoprenalina (0,1-10uM), b) Diltazem (0,1-10uM) e
c) Papaverina (0,3-30pM) sobre as respostas neurogénicas
(32Hz, 300mA, 30s) da musculatura lisa circular da cérvix de
suinos. Os pontos pretos significam as concentragcdes
crescentes (sequencialmente em 0,5-log) dos farmacos
adicionados em cada preparagao. Escala: magnitude 5g e

temMPO 10 MN.cceee e —————————
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Figura 22:

Representacédo grafica dos efeitos dos farmacos UK114542 e
RP73401 sobre as contragdes neurogénicas (32Hz, 300mA,
30s) das camadas da musculatura lisa longitudinal (a) e circular
(b) da cérvix de suinos. As respostas estdo expressas em
porcentagem da resposta neurogénica a 32Hz sem o farmaco
em média £ erro padrao. Nao houve efeito sobre as contragdes

Neurogénicas (P>0,09).....ccuuiiiiiiii s
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AGAO DE FARMACOS NAS CONTRAGOES DA MUSCULATURA DA CERVIX DE
SUINOS

RESUMO - A manipulagdo farmacolégica da cérvix possui potencial
importante na assisténcia a biotécnicas da reproducédo, como inseminacao artificial e
transferéncia de embrides, em espécies que o0 acesso transcervical ao utero € muito
dificil e, portanto, necessitam de procedimento cirdrgico para aumentar as taxas de
concepgdo. Por meio de estudos basicos das propriedades mecanicas e
farmacoloégicas da cérvix, objetivou-se com este estudo fornecer maior
conhecimento da atividade da musculatura lisa da cérvix e entdo apresentar e
discutir possibilidades de farmacos que possam relaxa-la e, portanto facilitar a
passagem transcervical. Segmentos do musculo liso circular (MC) e longitudinal (ML)
foram dissecados do utero (corno e corpo) e cérvix de suinos e preparados para
tensao isométrica em banhos de érgao isolados de 20mL de solugdo modificada de
Krebs-Henseleit (pH 7,4) gaseificada com 95% O2: 5% CO, a 37°C. Os segmentos
da cérvix apresentaram maiores respostas mecanicas do que os uterinos, mas
exibiram menor atividade espontadnea. Todas as preparacbes responderam de
maneira dependente a frequéncia de estimulagdo de forca elétrica (EFE, 2Hz —
32Hz, 300mA, por 30s). Especialmente na cérvix, apos as respostas neurogénicas,
houve um periodo de quiescéncia muscular importante até que as atividades
espontaneas retornassem ao normal. Na maioria das preparagdes cervicais (MC e
ML) a atropina aboliu as contragcbes neurogénicas, destacando um maior
envolvimento para inervacdo colinérgica e receptores muscarinicos, mas uma
pequena propor¢cdo das preparacdes se mostraram resistente a atropina. Estas
respostas nao foram afetadas pela fentolamina, e nem pela prazosina e fenilefrina,
sugerindo a auséncia de receptores alfa-adrenérgicos. L-NAME (N-nitro-L-arginina-
metil-ester) ndo teve nenhum efeito sobre a atividade muscular cervical, excluindo o
envolvimento de Oxido nitrico. Diltiazem, paraverina e isoprenalina inibiram as
contragdes neurogénicas dos MC e ML da cérvix, consistente com importante
envolvimento dos canais de calcio sensiveis a voltagem, fosfodiesterase e
receptores beta-adrenérgicos, respectivamente. Entretanto, RP73401 (3-
cyclopentyloxy-N-(3,5-dichloro-4-pyridl)-4-methoxybenzamine) e UK114542
(UK114542 - 5-[2-ethoxy-5-(morpholinylacetyl)phenyl]-1,6-dihydro-1-methyl-3-propyl-
7H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-7-one methanesulfonate monohydrate) nao tiveram
efeito nenhum sobre a musculatura lisa cervical. Exposigdo prolongada a
fenoxibenzamina reduziu as respostas neurogénicas e atividade espontanea da
cérvix. Ainda, estes efeitos se mostraram irreversiveis e consistentes com a acao
conhecida desta droga em ambos receptores muscarinicos e canais de calcio, além
de ser antagonista de receptores alfa-adrenérgicos. Esta acao irreversivel da
fenoxibenzamina pode ser particularmente util para estudos posteriores no auxilio a
penetragao cervical e aumento das taxas de concepcgéo.

Palavras-chave: banho de 6rgéo, colo do utero, contragdo neurogénica, contragcao
espontanea, porca, relaxamento
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ACTION OF DRUGS IN THE CONTRACTIONS OF SWINE CERVICAL MUSCLE

ABSTRACT - Pharmacological manipulation of cervix has a potentially
important role for aiding either artificial insemination or embryo transfer in species
requiring surgical procedures to aid conception. By studying basic pharmacological
and mechanical properties of the cervix, we aimed with this study to provide a better
knowledge about cervical smooth muscle activity and then present and discuss
insights into possible drugs for the pig that could facilitate biotechnological
procedures for reproduction. Circular (CM) and longitudinal (LM) smooth muscle
strips were dissected from porcine uterus (cornu and corpus) and cervix and
prepared for isometric tension recording in organ-bath of 20mL of modified Krebs
Henseleit solution (pH 7.4) maintained at 370C and gassed with 95% O2 and 5%
CO2. Cervical strips produced larger mechanical responses than the uterine
segments, but exhibited less spontaneous activity. All preparations responded in a
frequency-dependent manner to electrical field stimulation (EFS, 2Hz-32Hz, 300mA
for 30s) with a contraction. Especially in cervix, after neurogenic responses, there
was a period of important muscular quiescence until the resume of normal
spontaneous activity. In most cervical preparations (CM and LM) atropine abolished
neurogenic contractions, highlighting a major role for cholinergic nerves and
muscarinic receptors, but a small proportion of preparations exhibited atropine-
resistant responses. These responses were not affected by phentolamine, and
neither by prazosina and phenylephrine suggesting no role for alpha-adrenoceptors.
L-NAME (N-nitro-L-arginina-metil-ester) did not affect the cervical smooth muscle
activity, excluding the role of nitric oxide. Diltiazem, papaverine and isoprenaline
inhibited neurogenic contractions in CM and LM strips of the cervix, consistent with
important roles for voltage-sensitive calcium channels, phosphodiesterase and beta-
adrenoceptors, respectively. However, RP73401 (3-cyclopentyloxy-N-(3,5-dichloro-4-
pyridl)-4-methoxybenzamine) and UK114542 (UK114542 - 5-[2-ethoxy-5-
(morpholinylacetyl)phenyl]-1,6-dihydro-1-methyl-3-propyl-7H-pyrazolo[4,3-
d]pyrimidin-7-one methanesulfonate monohydrate) did not present effect in cervical
smooth muscle. Prolonged exposure to phenoxybenzamine reduced cervical
neurogenic responses and spontaneous activity. Interestingly, these effects were
irreversible and consistent with known action of this drug at both muscarinic
receptors and calcium channels, besides being alfa-adrenoceptor antagonist. This
atypical, irreversible, action of the phenoxybenzamine may be particularly useful for
further studies in aiding cervical penetration and increasing conception rates.
Keywords: organ bath, cervix, neurogenic contraction, spontaneous contraction pig,
laxity



1. INTRODUGAO

O esclarecimento da fisiologia e inervagao da musculatura do utero (corpo e
cornos) e da ceérvix é importante para melhor entendimento dos mecanismos de
contragao, relaxamento e quiescéncia, até mesmo em condigdes patologicas. Este
conhecimento permite estudos especificos da manipulagdo destes musculos,
ferramenta essencial, sobretudo, no auxilio a gestacdo e parto. Além disso, é
importante para o uso em biotecnologias da reproduc¢ao, principalmente na medicina
veterinaria, como inseminagao artificial e transferéncia de embrides, com intuito de
melhorar as taxas de sucesso e preservar o0 bem-estar animal durante os
procedimentos.

Algumas espécies, como ovinos, cervideos, canideos e felideos, a
manipulagéo cervical é extremamente dificil, seja pelo tamanho do animal ou pela
estrutura complexa da cérvix, o que impede auxiliar na melhoria do manejo
reprodutivo (MORROW et al., 2009; THOMASSEN; FARSTAD, 2009; CANDAPPA;
BARTLEWSKI, 2014; MACEDO et al., 2012; ROMAGNOLI; LOPATE, 2014). Muitas
vezes, portanto, a unica opg¢ao para ter acesso ao utero é submeter estes animais a
procedimentos cirurgicos onerosos, de baixa repetibilidade e que causam prejuizos
ao bem-estar do individuo. Assim, a indugcdo do relaxamento da cérvix que torne a
aplicacao pratica viavel de técnicas, como inseminacao artificial e transferéncia de
embrides e manejo reprodutivo com acesso ao utero (parto, lavagem uterina etc), é
de extrema importancia.

A cérvix € uma porcgao do utero, porém, os dois possuem funcgdes especificas
durante toda vida reprodutiva dos animais, trabalhando de diferentes modos ao
mesmo tempo, seja relaxando ou contraindo suas musculaturas. Durante a
gestacédo, por exemplo, o utero caracteriza-se pela falta de sincronicidade muscular
com a cérvix tanto na atividade mecanica quanto na elétrica (LAMMERS et al.,
1994); € um periodo de quiescéncia da musculatura lisa uterina e de uma
musculatura lisa cervical ndo responsiva e sobrecarregada (DARIOS et al., 2012).
Em contrapartida, durante o parto, uma ag¢ao coordenada da funcido dos musculos

lisos ativos de ambas as porgdes uterinas € essencial para seu progresso e
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subsequente sucesso, sendo que enquanto o utero contrai vigorosamente para
expulsdo do feto e placenta, a cérvix precisa estar relaxada e responsiva
(LAMMERS et al., 1994; DARIOS et al., 2012).

Durante o ciclo reprodutivo, os musculos do utero e da cérvix estdo em
constantes mudancgas e “desafios”, uma vez que tém que estar preparados, por
exemplo, para receber e transportar os espermatozoides e embrides e manter a
gestacdo e parto (HUNTER, 1973; DROBNIS; OVERSTREET, 1992).
Adicionalmente, pesquisas demonstraram que o comportamento por meio de
amostras da musculatura lisa do utero e cérvix dependem tanto da fase do estral
quanto da orientagao circular ou longitudinal do musculo liso (GARCIA-VILLAR et al.,
1982; TOUTAIN et al.,, 1985; TROEDSSON et al., 1993; HIRSBRUNNER et al.,
2002; KAUFMANN et al., 2008).

Técnicas in vitro da atividade mecanica de segmentos isolados de musculo
liso de diferentes 6rgdos em repouso e em resposta a estimulagdo transmural
mostraram ser eficientes para compreensdo do comportamento muscular. Tais
analises em diferentes espécies animais também sugeriram que as camadas dos
musculos lisos, de diferentes orientagdes, longitudinais e circulares, possuem
caracteristicas mecanicas e receptores distintos entre si. Utilizando banhos de 6rgao
isolado e estimulagao de forga elétrica em amostras de musculos lisos uterinos de
suinos, Taneike e colaboradores (1991; 1994; 1995) observaram que ha inervacgao
especifica para cada regido (corno e corpo uterinos e cérvix) e também para as
diferentes camadas musculares do miométrio. Adicionalmente, esse grupo de
pesquisadores, baseando-se nas diferentes camadas musculares, apresentou
informacgdes sugerindo diferengas na fungdo de alguns receptores no miométrio,
como ocitocina (KITAZAWA et al.,, 2001a), beta-adrenérgicos, receptores de
serotonina (KITAZAWA et al., 2001b) e prostanoides (CAO et al., 2004). Entretanto,
até o momento, as pesquisas se concentravam principalmente na musculatura
uterina e, portanto, ha uma deficiéncia de informacdes acerca das diferencas
funcionais das camadas musculares da cérvix, apesar da evidéncia emergente em
suinos (RODRIGUEZ-ANTOLIN et al., 2012) e ratos (FERLAND et al., 2015) da
funcao conectiva anatbmica entre as duas regides do trato reprodutivo por meio das

células de musculos lisos.



3

Como caracteristicas fundamentais deste projeto, destaca-se seu mérito
técnico cientifico para biotecnologia da reprodugdo. Foram utilizadas pecas
reprodutivas de suinos, como modelo experimental para estudo do comportamento
fisiolégico e inervagao autdbnoma principalmente da musculatura lisa da cérvix,
objetivando a manipulagdo da mesma para transpor barreiras da biotecnologia
reprodutiva, especialmente com intuito de relaxamento cervical. Do ponto de vista
técnico, a busca por solugdes eficientes e praticas promove um substancial
incremento na reproducdo das espécies. Quanto ao aspecto cientifico, grande
quantidade de dados foi gerada, com expectativas altamente promissoras para o

conhecimento da reproducdo como um todo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos morfofisiologicos da cérvix

A cérvix é parte mais baixa do utero, ou colo do utero, e atua como barreira
defensiva contra patdégenos externos, principalmente durante a gestacdo, e
permanece compactamente fechada, exceto durante o estro, quando relaxa
levemente, permitindo a entrada dos espermatozoides no utero, e durante o parto,
quando dilata consideravelmente para dar espaco para passagem do feto (HAFEZ;
HAFEZ, 2004; TIMMONS et al. 2010; RODRIGUEZ-ANTOLIN et al., 2012).

Anatomicamente, a cérvix € separada do corpo do utero por uma jungéo
fiboromuscular, um orificio interno que separa a cérvix fibrosa do corpo muscular
(JORDAN, 2006). Ela conecta o utero com a vagina, entretanto, sua estrutura
histolégica € diferente. A cérvix €& composta predominantemente por tecido
conjuntivo com pequenas quantidades de musculo liso e epitélio, caracterizada por
uma espessa parede e um lumen constrito (WINN et al. 1993, 1994; HAFEZ;
HAFEZ, 2004). Morfologicamente se assemelha a um 6rgédo tubular, sendo
delimitada por quatro camadas, do lumen para periferia: mucosa (epitélio e lamina
prépria), submucosa, muscular e tunica adventicia (RODRIGUEZ-ANTOLIN et al.,
2012). Embora haja diferengas de detalhes neste 6rgao entre os mamiferos, o canal



cervical é caracterizado por varias proeminéncias, chamadas pregas ou anéis,
podendo ser simples (caninos e felinos) ou multiplas (bovinos, ovinos, suinos e
equinos). Na vaca e na ovelha, estes anéis sao especialmente proeminentes,
formando interdigitagdes que se adaptam um ao outro, ocluindo a cérvix com
seguranga. Na porca, os anéis dispdem-se em formato de saca-rolhas, os quais se
justapéem a extremidade torcida em espiral do pénis do macho. Na égua sao
caracteristicas as pregas da mucosa que se projetam para dentro da vagina e
tornam-se macias durante o estro (SENGER, 2003; HAFEZ; HAFEZ, 2004). Na
cadela e gata, a cérvix n&o possui proeminéncias elaboradas e é relativamente lisa.

O epitélio da cérvix é simples cilindrico com muitas células mucigénicas,
algumas células caliciformes e uma pequena propor¢cao das células epiteliais é
ciliada em determinadas espécies. Glandulas tubulares simples sado observadas nos
pequenos ruminantes e na porca. As glandulas uterinas ndo se estendem até a
cérvix, na maior parte das espécies, e os elementos glandulares presentes sdo em
sua maioria, mucossecretores. A lamina prépria consiste em tecido conjuntivo denso
irregular, que se torna edematoso e assume uma estrutura frouxa durante o estro.
Muitos pequenos feixes de fibras nervosas, ligeiramente mielinicos ou amielinicos
estdo presentes na lamina prépria-submucosa e na tunica muscular (DKALNS,
1982).

O estroma cervical € composto principalmente por tecido fibrocolageno e
musculo liso e numerosos vasos sanguineos. A tunica muscular consiste em uma
camada muscular lisa circular interna e uma camada longitudinal externa. Fibras
elasticas sdo proeminentes na camada circular, e tanto as fibras musculares quanto
as elasticas sao importantes no restabelecimento da estrutura cervical apds o parto.
As camadas musculares da ceérvix sao continuas com as do corpo do utero e as da
vagina, sendo que a camada circular da cérvix, da qual projetam os anéis ou pregas,
apresenta formatos variados nas diferentes espécies, como exposto anteriormente.
A tunica adventicia da cérvix é constituida de tecido conjuntivo frouxo (DKALNS,
1982).

A substancia fundamental do estroma cervical contém proteoglicanos e acido
hialurdnico, sulfato de condroitina-4,6, sultafo de dermatana, sulfato de heparana e

sulfato de queratana associados as proteinas. Os constituintes fibrosos incluem



colageno, elastina e reticulina, uma proteina resistente que se organiza em fibras e
feixes. Os elementos celulares compreendem mastacitos e fibroblastos. Os padrbes
de reticulinas, elastinas e substancias de regides interfibrosas facilitam a dilatagcéao
da cérvix durante o parto. A dissociacdo das fibras colagenas, as quais estao
separadas uma das outras, determina o afrouxamento do tecido cervical e aumenta
0s espacos entre os feixes de colageno (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

A cérvix pode ser dividida em duas regides: uterina e vaginal (WINN et al.
1993, 1994). Apesar das caracteristicas histolégicas serem similares, € possivel
identificar algumas peculiaridades de cada regido. Um estudo realizado por
Rodriguez-Antolin e colaboradores (2012), sobre as caracteristicas morfolégicas da
cérvix de suinos, deu suporte a hipotese de que cada regiao cervical possui fungcdes
especificas que estado intimamente relacionadas com a sua composig¢ao histologica.
Os anéis ou pulvino cervical foram observados distribuidos por todo canal cervical,
mas tornam-se mais proeminentes no sentido caudal, terminando discretamente na
vagina. As glandulas acinosas foram localizadas na regido uterina da cérvix que
coincidem com as glandulas da mucosa. Na submucosa observou-se predominante
tecido conjuntivo frouxo com abundantes fibras de colagenos, fibroblastos, vasos
sanguineos e numerosas glandulas acinosas, as quais foram delimitadas por
capsula de tecido conjuntivo. O numero dessas células secretdrias diminuiu em
sentido caudal e foram observadas somente nos primeiros dois tergcos da cérvix
uterina. A camada muscular interna consistiu de fibras de musculo liso orientadas,
assim como, de fibras colagenas entremeadas com fibras musculares.

Ainda no mesmo estudo, maior vascularizagdo foi observada na regiédo
vaginal da cérvix em comparagao com a regido uterina, o que pode estar envolvido
na protecdo contra agentes externos. Na lamina propria, observou-se tecido
conjuntivo denso e, na submucosa, tecido conjuntivo frouxo com fibras de colageno.
A camada muscular foi mais grossa e continha vasos sanguineos entremeados com
subcamadas internas e externas, sendo a orientacdo das fibras de musculos liso
similar a da cérvix uterina. Notou-se que a distancia entre as fibras de musculo liso
era maior por causa da alta densidade de fibras de colageno (RODRIGUEZ-
ANTOLIN et al., 2012). Entretanto, ha diferencas entre alguns estudos histolégicos

acerca da ceérvix, o que provavelmente se deve ao numero de partos vaginais das
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fémeas estudadas, como por exemplo, a quantidade de colageno e fibras elasticas
aumenta, enquanto ocorre a diminuigdo das fibras musculares (WINN et al. 1993,
1994; ROCHA et al., 2007).

2.2. Inervagao auténoma da cérvix e utero

O utero e a cérvix sédo inervados pelo sistema nervoso auténomo, o qual é
responsavel pela acdo de contratilidade ou relaxamento destes. Os feixes de fibras
nervosas unem-se e formam plexos na superficie do 6érgao, enviando fibras que
penetram juntamente com os vasos sanguineos. Na intimidade do 6rgao separam-se
para novamente formarem plexos, que por sua vez, se distribuem pela musculatura
e nas paredes dos vasos e na mucosa. No endométrio as fibras nervosas seguem
até os epitélios de revestimento e glandular, onde terminam livres, entre as células.
No miométrio, finas fibras amielinicas terminam nas células musculares. Essas fibras
fazem parte das duas subdivisdes do sistema nervoso autbnomo: o sistema nervoso
simpatico e o parassimpatico. As fibras nervosas simpaticas e parassimpaticas, por
sua vez, secretam substancias neurotransmissoras como a noradrenalina e a
acetilcolina (Ach), respectivamente. As que secretam Ach sdo chamadas
colinérgicas e as que secretam noradrenalina e adrenalina, adrenérgicas (GUYTON;
HALL, 1996).

Inervacao adrenérgica e colinérgica foram encontradas em utero de ovelhas
(ALEXANDER, 1945), mulheres (MORIZAKI et al., 1989) e roedores (MATUCCI et
al., 1997). Estudos em bovinos mostraram a presenga de inervagao adrenérgica no
utero (ALEXANDER 1945; TANEIKE et al. 1999), entretanto a existéncia de
inervagao colinérgica ainda foi contraditéria (TANEIKE et al., 1999).

A inervacéao especifica de cada camada da musculatura lisa uterina e cervical
tem sido explorada em varias espécies, como roedores, suinos e em menor numero
bovinos e ovinos. Taneike et al. (1991) pesquisaram a inervagdo das camadas do
miométrio de suinos e observaram que a atividade da dopamina [B-hidroxilase
(indicador de neuroatividade adrenérgica) foi 2,5 vezes maior no musculo liso
longitudinal (ML) comparado ao musculo liso circular (MC). Entretanto, a atividade da

colina acetiltransferase (ChAT - indicador de neuroatividade colinérgica) foi muito



maior no MC. Assim, estes autores descreveram que a atividade adrenérgica esta
mais relacionada com a musculatura longitudinal, enquanto a atividade colinérgica
esta mais relacionada com a musculatura circular do utero. Estas observacbes
corroboram com os achados de Thilander e Rodriguez-Martinez (1989), os quais
relataram que as fibras nervosas do MC da cérvix de suinos foram

predominantemente colinérgicas.

2.2.1. Efeito dos receptores adrenérgicos e muscarinicos sobre a musculatura
lisa
2.2.1.1.Receptores adrenérgicos

Receptores adrenérgicos sdao um grupo de receptores de membrana,
responsaveis pela intermediacao dos neurotransmissores noradrenalina e adrenalina
(catecolaminas) entre as acdes centrais e periféricas, ou seja, antes que o
transmissor secretado nas terminagbes nervosas autbnomas possa estimular o
orgao efetor. Os neurotransmissores liberados tém que primeiro se ligar a receptores
especificos nas células efetoras, ou seja, as fibras nervosas noradrenérgicas
secretam adrenalina ou noradrenalina no terminal nervoso pré-sinaptico, e o
neurotransmissor se liga aos receptores adrenérgicos na terminagéo pos-sinaptica.
Estes receptores pertencem a superfamilia dos receptores acoplados a proteina G
(GPCRs). A principal classificagdo farmacoldgica divide os receptores adrenérgicos
em alfa e beta (GARCIA-SAINZ et al., 2000; CALZADA; ARTINANO, 2001), que por
sua vez sao divididos em trés maiores subtipos, baseado em suas afinidades
farmacoldgicas, seus acoplamentos nas vias de transmissao e suas sequéncias de
aminoacidos: alfa1, alfa2 e beta (HIEBLE et al., 1995).

Receptores alfa-adrenérgicos intercedem na maioria das fungdes excitatorias
(vasoconstricdo, contracdo da musculatura uterina, contragéo da uretra, dilatacéo de
pupila etc) e em uma importante fungao inibitoria (relaxamento intestinal). Ja os
receptores beta-adrenérgicos fazem a mediagdo da maioria das fungdes inibitorias
(vasodilatagao, relaxamento da musculatura uterina, broncodilatagao etc) e em uma
fungdo excitatoria (funcdo cardiaca) (CALZADA; ARTINANO, 2001).

Os receptores alfa1l ativam a fosfolipase C, produzindo assim, trifosfato
inositol  (IP3) e diacilglicerol (DAG) como segundos mensageiros.

Consequentemente, o DAG ativa a proteina quinase C, enquanto que IP; interage
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com canais de calcio e aumenta o fon calcio (Ca?') intracelular, levando a
subsequente contracdo do musculo liso (GARCIA-SAINZ et al., 2000). Os receptores
alfa-2 inibem a adenilato ciclase (AC - enzima intracelular aderida a membrana
plasmatica que catalisa a formagao de 3'-5’ adenosina monofosfato ciclico — AMPc -
a partir do trifosfato de adenosina - ATP) e, portanto, diminuem a formagao de AMPc
e também o relaxamento do musculo liso (DOCHERTY, 1998). Os receptores beta
sdo ainda divididos em subtipos beta1, beta2 e beta3. Todos estes estimulam a AC
via proteinas Gs e aumentam, pois, os niveis de AMPc , o qual ativa a proteina
quinase A e subsequentemente fosforila diferentes proteinas associadas com o
relaxamento do musculo liso (TANAKA et al., 2005).

2.2.1.2.Receptores muscarinicos

Os receptores muscarinicos, da mesma maneira que o0s adrenérgicos,
também sdo receptores de membrana e atuam via ativacido das proteinas G.
Entretanto, intercedem efeitos inibitérios e excitatérios por meio da Ach. Os
receptores muscarinicos sdo encontrados em todas as células efetoras estimuladas
pelos neurdnios pos-ganglionares do sistema nervoso parassimpatico, bem como os
estimulados pelos neurbnios pds-ganglionares colinérgicos do sistema simpatico
(GUYTON; HALL, 1996).

A Ach é um mediador quimico de sinapses no sistema nervoso central (SNC),
no sistema nervoso periférico e também na jungcao neuromuscular. Seus receptores
e 0 aparato enzimatico responsavel por sua sintese e degradacdo constituem o
sistema de neurotransmissao colinérgica. A ChAT & a enzima responsavel pela
sintese da Ach a partir de acetil-coenzima A e colina. Uma vez sintetizada, parte da
Ach é transportada e armazenada em vesiculas sinapticas. Apds ser liberada
inteiramente por exocitose, a Ach interage especificamente com os receptores
colinérgicos presentes nas membranas pré- e poés-sinapticas. A acdo deste
mediador cessa quando é hidrolisado em acetato e colina pela enzima
acetilcolinesterase (AChE), presente na fenda sinaptica (VENTURA et al., 2009).

Os receptores muscarinicos também sao amplamente distribuidos por

diversos sistemas bioldgicos, onde participam de varias fungdes vitais. A ativagéo
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desses receptores no sistema nervoso periférico tem acdes que incluem a reducéo
da frequéncia e forga da contragédo cardiaca, o relaxamento de vasos sanguineos
periféricos e a constricdo das vias respiratorias (brénquios e bronquiolos). No SNC,
estdo envolvidos no controle da fungdo extrapiramidal, vestibular, em funcbes
cognitivas como memodria, aprendizado e atengdo, em respostas emocionais, na
modulacdo do estresse, no sono e na vigilia (VENTURA et al., 2009). Na
musculatura lisa, a Ach produz aumento da permeabilidade a todos os ions, que
resulta em despolarizagdo da membrana celular, além de também aumentar a
frequéncia de potenciais de acédo espontéanea (WESTFALL, 1979).

Os receptores muscarinicos sao divididos em cinco tipos: M1, M2, M3, M4 e
M5, segundo suas propriedades farmacologicas e funcionais. Todos os subtipos
pertencem a superfamilia de receptores acoplados a proteina G. M1, M3 e M5
acoplam a proteina G4 e ativam a fosfolipase C que, por sua vez, ativa a cascata de
IP; e aumenta consequentemente o Ca?* intracelular e a proteina quinase C, similar
aos receptores alfal-adrenérgicos. Ja os M2 e M4 acoplam a proteina G; e inibem a
atividade da AC, reduzindo a producdo de AMPc (CAULFIELD, 1993; ISHII;
KURACHI, 2006; VENTURA et al., 2009).

2.2.2. Farmacologia da musculatura lisa uterina e cervical

Estudos de eletromiografia e farmacologia acerca do utero e da cérvix
sugeriram que estes sdo porgdes uterinas diferentes funcionalmente (PAJNTAR et
al., 1998; DARIOS et al., 2012). O conhecimento destas diferengas funcionais é
importante na manipulagdo da cérvix, principalmente quando esta se encontra
contraida e também, na manipulacdo do utero, quando este esta relaxado
(FERLAND et al., 2015).

Apesar de existir consideravel literatura sobre a musculatura lisa uterina em
relacdo aos estimulos de contragdo e relaxamento (LOPEZ-BERNAL, 2007; WRAY,
2007), pouco ainda se sabe sobre a fungdo do musculo liso da cérvix (BRYMAN et
al.,, 1986; DARIOS et al., 2012). Contudo, poucos estudos que investigaram a
farmacologia da cérvix isolada ressaltaram escassez de trabalhos realizados nesta
area (HOLLINGSWORTH; ISHERWOOD, 1978; PETERSEN et al., 1991; DARIOS et
al., 2012).
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Acredita-se que a atividade uterina é regulada por complexas e mutuas
interagbes entre  horménios  sexuais, contratilidade do miométrio e
neurotransmissores (KITAZAWA et al., 2000). Estudos funcionais no utero com
estimulagcao elétrica e extrinseca nervosa evidenciaram inervagao colinérgica
excitatéria bem como adrenérgica excitatoria (receptores alfa) e/ou inibitoria
(receptores beta) (NAKANISHI; WOOD, 1971; MORIZAKI et al., 1989; SATO et al.,
1989; TANEIKE et al., 1991, 1994).

2.2.2.1.Receptores adrenérgicos

Em varias espécies, foi demonstrado que o utero contém ambos receptores
adrenérgicos alfa e beta, mediando, respectivamente, respostas excitatorias e
inibitorias as catecolaminas (ALHQUIST, 1948; MARSHALL, 1970). Acredita-se que
respostas excitatérias sdao mediadas por receptores alfa-adrenérgicos devido ao
aumento intracelular de Ca®*, enquanto que respostas inibitérias sdo mediadas pelos
receptores beta devido ao aumento de AMPc, como ja explicado anteriormente.
Agonistas dos receptores alfa-adrenérgicos provocaram respostas excitatorias na
cérvix de humanos (BRYMAN et al., 1986) e de ovinos (MARNET et al., 1987) e no
miométrio de roedores (ACRITOPOULOU-FOURCROY; MARCAIS-COLLADO,
1988), suinos (TANEIKE et al., 1991; KITAZAWA et al., 2001a) e ovinos (HAWK;
CONLEY, 1985; TANEIKE et al., 1995). Ja agonistas dos receptores beta-
adrenérgicos promoveram respostas inibitérias na cérvix (TANEIKE et al. 1991) e
utero de suinos (TANEIKE et al. 1991; KITAZAWA et al. 2001a) e humanos (TYSON
et al. 2009).

Bryman et al., (1986) observaram o efeito de agonistas de receptores alfa-
adrenérgicos sobre as contragbes espontaneas da cérvix de humanos em trabalho
de parto. Tais contracbes foram promovidas por noradrenalina e abolidas por
fenoxibenzamina (antagonista irreversivel de receptores alfa-adrenérgicos), e nao
aumentaram quando na presenga de propranolol (antagonista ndo seletivo de
receptores beta-adrenérgicos). No mesmo estudo, a fenilefrina (agonista seletivo de
receptores alfal-adrenérgicos) provocou contragdes esponténeas e, mais uma vez,

essas foram totalmente abolidas pela fenoxibenzamina.
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Taneike et al. (1995) pesquisaram a funcdo dos subtipos de receptores alfa-
adrenérgicos no miométrio de porcas no proestro, utilizando farmacos seletivos para
receptores alfal- e alfa2-adrenérgicos. O farmaco ioimbina (antagonista de
receptores alfa2-adrenérgico) promoveu diminuicdo da contracdo do ML causada
pela noradrenalina, enquanto que a prazosina (antagonista de receptores alfal-
adrenérgico) nao teve efeito sobre a contragdo. Ja a clonidina (agonista de receptor
alfa2-adrenérgico) promoveu contragdes no ML, mas somente na presencga de Ca?".
Entretanto, no MC nao obteve resposta, assim como a fenilefrina (agonista de
receptor alfal-adrenérgico), mesmo em altas concentragbes. Ainda, utilizando
radioligantes especificos para localizagado de receptores alfal- e alfa2-adrenérgicos
([3H]-prazosina e [3H]-rauwolscine, respectivamente), os autores observaram que a
distribuicdo de receptores alfa-adrenérgicos foi especifica para cada camada
muscular, sendo que o numero de ambos os tipos destes receptores foi quatro vezes
maior no ML do que no MC. Assim, este estudo mostrou que, apesar do miométrio
de suino conter tanto alfa1l quanto alfa2, este ultimo foi predominante e amplamente
responsavel por mediar resposta excitatoria a noradrenalina na musculatura lisa
longitudinal.

Além da distribuicdo de receptores adrenérgicos no musculo liso ser
dependente da camada muscular, a concentragcdo também possui variagao entre as
espécies. Taneike et al. (1999) verificaram que no miométrio de vacas a quantidade
de receptores alfal—adrenérgicos em ML foi a mesma que em MC. Entretanto, a de
alfa2 foi 2,6 vezes maior no ML que no MC e que o conteudo de noradrenalina
(indicador da densidade de inervagao adrenérgica)foi cinco vezes maior em ML que
em MC. Adrenalina e dopamina nao foram detectadas em nenhuma das camadas.
Ja em miométrio de porcas, o conteudo de noradrenalina no ML foi 2,5 vezes maior
que no MC e a evidéncia de inervagao colinérgica foi oito vezes maior no MC do que
no ML (TANEIKE et al. 1991).

Receptores alfa-adrenérgicos no utero sao regulados por esterdides
ovarianos, mas variagoes existem entre as espécies. Em coelhos, tratamento com
estrogenos aumentaram seletivamente receptores alfa2-adrenérgicos (HOFFMAN et
al.,, 1980). Por outro lado, tratamento com progesterona em ovelhas

ovariectomizadas aumentou a concentragdo de receptores alfa, provavelmente
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também do subtipo alfa2z (REXROAD, 1981). Semelhantemente, em porcas, tais
receptores foram mais numerosos durante a fase luteal (REXROAD; GUTHRIE,
1983).

Adicionalmente, foi demonstrado que os receptores beta-adrenérgicos fazem
a mediagao dos efeitos inibitérios sobre a musculatura lisa: isoprenalina (agonista de
receptor beta1-adrenérgico) reduziu as contragbes espontdneas no miométrio
(TANEIKE et al., 1991; KITAZAWA et al., 2001b) e na cérvix de suinos (KITAZAWA
et al.,, 2001b), assim como agonistas de receptores beta2-adrenérgicos, como
salbutamol (TYSON et al., 2009) e clenbuterol (KITAZAWA et al., 2001b) também
promoveram diminuicdo das contragdes espontaneas no miométrio de mulheres e

porcas, respectivamente.

2.2.2.2. Receptores muscarinicos

No miométrio de camundongos, humanos e suinos, fibras colinérgicas tém
funcdo reguladora na contratiidade (TANEIKE et al., 1994). Entretanto, estudo
realizado em bovinos (TANEIKE et al., 1999) evidenciou que a administragdo de
atropina nao inibiu as contragcbes miometriais induzidas por estimulo elétrico,
excluindo assim a inervagao colinérgica funcional no utero dessa espécie.

Foi observado que a Ach tem papel na coordenacgao da contragcdo espontanea
no utero de roedores (HOLLINGSWORTH; ISHERWOOD, 1978; KAZARYAN et al.,
2013). Hollingsworth e Isherwood et al. (1978), em estudo com camundongos
gestantes, relataram que o corno uterino desenvolvia duas vezes o maximo de
tensdo comparado com a cérvix na presenca de Ach. Entretanto, os autores
indagaram que este fato pode estar relacionado com a relativa propor¢cao de
musculo liso em cada regido. Kazaryan et al. (2013) pesquisaram camundongos nao
gestantes e observaram que a Ach também aumentou a contra¢des espontaneas, e
que esta atividade variou dependendo da area do utero.

Controle colinérgico no miométrio de camundongos em estro também diferiu
entre as camadas musculares lisas longitudinais e circulares (HOUDEAU et al.,
2003). Estudos in vitro mostraram que as contragdes das musculaturas lisas

cervicais e uterinas promovidas por estimulagdo elétrica foram principalmente no
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MC. Técnica de imunohistoquimica confirmou que a predominancia no MC foi devido
a distribuicédo especifica de fibras colinérgicas nas camadas musculares lisas. Todas
as contragdes neurogénicas foram abolidas pela tetrodoxina (neurotoxina
bloqueadora de canais de sédio voltagem-dependentes) ou atropina (antagonista de
receptor colinérgico) no corpo uterino. Estes mesmos farmacos também cessaram
as contracdes induzidas por estimulo elétrico do musculo liso cervical, sendo o
mesmo observado no MC do utero de porcas, indicando que a Ach endégena
liberada pelas fibras colinérgicas atua nos receptores muscarinicos da musculatura e
causam contragéo (KITAZAWA et al., 1999).

Apesar de contragbes sensiveis a atropina sugerirem a presenga de
receptores muscarinicos, o subtipo de receptor que intercede a contragdo do
miométrio em camundongos, coelhos e humanos nao foi bem definida (EGLEN
1996). O receptor muscarinico M2 foi observado como subtipo dominante na
musculatura lisa uterina de porquinho-da-india (DOODS et al., 1993) e
camundongos (PENNEFATHER et al., 1994) e mostrou-se ser funcional ao mediar a
contracdo de agonistas de receptores muscarinicos neste 6rgdo (DORJE et al.,
1990; LEIBER et al., 1990). Ja em estudos com miométrio de suinos sugeriram a
presenca somente de receptor muscarinico do subtipo M3 nesta musculatura lisa e
este desempenha fungdo nas contragdes induzidas por Ach, tanto exégena quanto
endégena (KITAZAWA et al., 1999). Tais conclusdes foram baseadas na observagao
das acgdes inibitérias da atropina e antagonistas dos cincos subtipos de receptores
muscarinicos (pirenzepina, AF-DX116, 4-DAMP, himbacina e tropicamida).

A densidade dos receptores muscarinicos e a resposta do utero sao
influenciadas pelos horménios sexuais femininos, assim como os receptores alfa-
adrenérgicos. Brandes e Ruggieri (1995) mostraram uma menor densidade dos
receptores muscarinicos em utero de coelhas prenhas do que em adultas férteis. O
tratamento com estrogeno, por oito semanas em coelhas ovariectomizadas, induziu
a um aumento da afinidade e da densidade destes receptores no utero, em relacéo a
animais apenas histerectomizados (BATRA, 1990). Entretanto, o tratamento
estrogénico por quatro dias de cobaias imaturas diminuiu a densidade, mas nao
alterou a afinidade dos receptores muscarinicos, no utero de animais

ovariectomizados tratados com estrégeno, em comparagdo aos histerectomizados
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tratados com progesterona (RUZYCK; CRANKSHAW, 1988). Outro estudo,
utilizando ratas tratadas com estrogeno durante 24h, apresentou uma maior
afinidade dos receptores muscarinicos, sem alteracdo da densidade, quando
comparadas com animais em estro natural. Além disso, foi mostrada também uma
modulacao pelo estrogeno das vias de sinalizagao intracelular acopladas a ativagéao
dos receptores M2 e M3 (ABDALLA et al., 2000).

2.2.2.3.Mediadores intracelulares

Os efeitos intracelulares do AMPc e Ca®* ndo sdo somente mediados por
receptores adrenérgicos e muscarinicos. Niveis intracelulares de AMPc sao também
regulados pela AC e fosfodiesterase (PDE). As ACs sdo ativadas por GPCRs e
degradada pelas PDEs, assim, a ativacdo de AC gera producdo de AMPc enquanto
que o aumento de niveis de PDE a inibe. O AMPc promove o relaxamento da
musculatura lisa uterina pela ativacdo da proteina quinase dependente de AMPc
(PKA). Esta proteina fosforila a quinase das cadeias leves da miosina (KCLM),
reduzindo a afinidade da KCLM pelo complexo calcio/calmodulina. A PKA também
inibe a ativacdo da fosfolipase C. Agonistas que aumentam o AMPc intracelular
induzem o relaxamento do miométrio, tais como forscolina (ativador direto da AC),
relaxina e inibidores de PDE (PRICE; BERNAL, 2001).

O relaxamento induzido pela forscolina foi observado no miométrio e na cérvix
de camundongos (DARIOS et al., 2012), na aorta de camundongos, artéria coronaria
de bovino e canino e intestino de coelho (MULLER; BAER, 1983), no musculo liso da
traquéia de porquinho-da-india (TSUKAWAKI et al., 1987) e no musculo uretral de
ovinos (GARCIA-PASCUAL; TRIGUERO, 1994).

Estudos realizados com relaxina observaram que sua fung¢ao, de aumentar os
niveis de AMPc, reduz a contragdo do miométrio em camundongos (OSA et al.,
1991; DOWNING; HOLLINGSWORTH, 1993). Ambas as forscolina e relaxina,
também mostraram evidéncias na redugao de contragdes musculares induzidas por
estimulo elétrico, indicando efeito direto delas no musculo liso (OSA et al., 1991,
GARCIA-PASCUAL; TRIGUERO, 1994).
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Os inibidores de PDE foram estudados em mulheres gestantes. O efeito
antiespasmaodico do cloridrato de drotaverine e brometo de valetamato (inibidores de
PDE) mostraram acelerar o trabalho de parto pela dilatagdo cervical (SINGH et al.,
2004). Entretanto, estes farmacos possuem efeitos colaterais a serem considerados,

como risco de hemorragia no pés-parto (SHARMA et al., 2001).

3. HIPOTESE

Farmacos que atuam em receptores muscarinicos, adrenérgicos e
mediadores intracelulares sdo capazes de contrair ou relaxar a musculatura lisa da

cérvix de suinos.

4. OBJETIVOS

4.1 Geral

Prover maiores informagdes sobre a agao de farmacos na musculatura lisa da
cérvix de suinos, com a finalidade de manipulagdo deste 6rgdo (contragdo e

relaxamento).
4.2 Especificos

- Comparar a atividade de contragcbes espontaneas e resposta neurogénica
da musculatura lisa do utero e cérvix;

- Avaliar o mecanismo colinérgico e adrenérgico das musculaturas lisas
longitudinal e circular da cérvix;

- Verificar os efeitos de inibidores, ja conhecidos na fungcdo da musculatura

lisa do miométrio, nas propriedades mecanicas da ceérvix.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Local

O experimento foi realizado no laboratério de farmacologia da “School of Life
Sciences, The University of Nottingham, Medical School, Queen’s Medical Centre”,

em Nottingham, Inglaterra.
5.2. Material utilizado

Os componentes para a preparagao da solugcdo modificada de Krebs-
Henseleit (Apéndice) e os seguintes farmacos utilizados foram obtidos da Sigma-
Aldrich  Company Ltd (Poole, Dorset, Reino Unido): sulfato de atropina,
hidrocloridrato de diltiazem, cloreto de carbacol, hidrocloridrato de fenoxibenzamina,
noradrenalina bitartrate, hidrocloridrato de fenilefrina, hidrocloridrato de isoprenalina,
hidrocloridrato de papaverina e L-NAME (N-nitro-L-arginina-metil-ester). Mesilato de
fentolamina (Rogitine) foi obtido da farmacia do “Queen’s Medical Centre”.
UK114542 (5-[2-ethoxy-5-(morpholinylacetyl)phenyl]-1,6-dihydro-1-methyl-3-propyl-
7H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-7-one methanesulfonate monohydrate) foi obtido da
Pfizer Sandwich, Reino Unido. RP73401 (3-cyclopentyloxy-N-(3,5-dichloro-4-pyridl)-
4-methoxybenzamine) foi obtido da Aventis, Dagenham Research Centre, Reino
Unido.

As agdes resumidas dos farmacos sobre os receptores que atuam estdo

apresentadas na Tabela 1.



Tabela 1. Agao principal dos farmacos utilizados nos experimentos.

Farmaco

Acgao farmacoldégica

Atropina
Carbacaol
Diltiazem

Fenilefrina

Fenoxibenzamina

Fentolamina

Isoprenalina
L-NAME

Papaverina

Prazosina

RP73401
UK114542

Antagonista de receptor muscarinico
Agonista de receptor muscarinico
Bloqueador de canal de calcio
Agonista de receptor alfa1-
adrenérgico

Antagonista de receptores alfa-
adrenérgico e muscarinicos,
bloqueador de canal de calcio
Antagonista de  receptor alfa-
adrenérgico inespecifico

Agonista de receptor beta-adrenérgico
Inibidor ndo seletivo da éxido nitrico
sintase (NOS)

Inibidor n&o seletivo de PDE
Antagonista de receptor alfal-
adrenérgico

Inibidor de PDE4

Inibidor de PDES

5.3. Colheita de material

17

O trato reprodutivo de 215 fémeas suinas nuliparas, de racas e cruzamentos

variados e de aproximadamente 6 meses de idade, foram obtidos de abatedouros e

transportados ao laboratério em caixa térmica contendo gelo. De acordo com

avaliagcdo macroscopica dos ovarios e suas estruturas (presenga de foliculos e

auséncia de corpos luteos), o trato reprodutivo foi julgado como de animais pré-

puberes (RECH et al. 2013, Figura 1). O utero e a cérvix foram isolados e

armazenados “overnight” a 4°C em solugdo modificada de Krebs-Henseleit
(Apéndice A), pH 7,4, gaseificada com 95% O,: 5% CO..
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Figura 1. Imagem fotografica de peca anatdmica do trato
reprodutivo de fémea suina pré-pubere, indicando
ovarios, utero (corpo e cornos), cérvix e parte cranial da
vagina (Arquivo pessoal).

5.4. Preparagao do material

No dia subsequente, o material isolado foi retirado da geladeira (4°C) e
mantido em ambiente externo até atingir a temperatura ambiente (25°C). Foram
coletadas amostras do corpo (imediatamente acima da cérvix) e do corno uterino
(proximo a tuba uterina), das quais, por meio de dissecgao fina, foram separados
segmentos (10 x 2 x 2 mm) de musculo liso longitudinal (ML, corpo n=15; corno n=6)
e circular (MC, corpo n=15; corno n=6). A musculatura lisa da cérvix também foi
dissecada, utilizando-se as mesmas dimensbes, em camadas longitudinal (ML,
n=87) e circular (MC, n=128).

Ligaduras de fios de algoddao foram atadas em cada extremidade dos
segmentos de musculo liso, sempre respeitando que a orientacdo das fibras
musculares ficasse verticalmente, e uma das extremidades foi presa a um suporte

de acrilico entre dois eletrodos paralelos de platina (Figura 2A). A outra extremidade
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foi conectada a um transdutor isométrico de forca Grass FT-03". Subsequentemente,
0os segmentos foram suspensos verticalmente em banhos de 6rgdo isolado de 20
mL, contendo solu¢do modificada de Krebs-Henseleit (pH 7,4), gaseificada com 95%
O2: 5% CO, a 37°C (Figura 2B, 3A e 3B). O transdutor estava conectado a um
amplificador MacLab Bridge? (Figura 3B) e ligado via uma unidade MacLab de quatro
canais a um computador Macintosh LC Il com Chart 3.5°.

Figura 2. Imagens fotograficas ilustrando: A - Segmento de musculatura lisa do
utero ou cérvix de suinos (seta), com ligaduras de fios de algodao atadas em
cada extremidade, sendo uma das extremidades presa a suporte de acrilico
entre dois eletrodos paralelos de platina. B - Segmento de musculatura lisa
do utero ou cérvix de suinos (seta) suspenso verticalmente em banhos de
orgao isolado de 20 mL, contendo solugdo modificada de Krebs-Henseleit
(pH 7,4), gaseificada com 95% O3: 5% CO,a 37°C (Arquivo pessoal).

' Grass Technologies, WestWarwick, RI, EUA.
> AD Instruments, Chalgrove, Reino Unido.
*AD Instruments, Chalgrove, Reino Unido.
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cada, onde os segmentos ficavam suspensos verticalmente e imersos
em solu¢cao modificada de Krebs-Henseleit. B — Circulador e aquecedor
de agua para a manutencdo da temperatura em 37°C nos banhos de
orgao. C — Amplificador com 4 canais (Arquivo pessoal).

Inicialmente, as preparagcdes foram submetidas a um periodo de equilibrio de
30 minutos na solugéo, sem aplicagdo de tensdo. Subsequentemente, 15 gramas (Q)
de tensao foi aplicado sob os segmentos e aguardado até que fosse estabilizada
uma tenséo entre 2-3g por 30 min e entdo adicionado 60mM de cloreto de potassio
(KCI) a solucdo. O KCI foi adicionado para verificar viabilidade de contragdo do
tecido, sendo que aqueles que nao responderam ao KCI ndo foram utilizados nos
experimentos. Apoés 15 min, os banhos de 6rgao foram lavados duas vezes com a
solugdo modificada de Krebs-Henseleit, com 5 min de intervalo entre cada lavagem,
reposta nova solugdo e, se necessario, a tensdo era reajustada para 2-3g

novamente, e permitido o equilibrio por mais 40 min (Figura 4).
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Figura 4. Protocolo inicial comum para todos os experimentos. Primeiro,
as preparagdes ficaram 30 min na solugdo, sem aplicagao de
tensdo; segundo, foi aplicado 15g de tensdo (seta) sob os
segmentos e aguardado que fosse estabilizada uma tenséo entre
2-3g por 30 min; terceiro, adicionado KCI (60mM; seta) a solugao;
quarto, apés 15 min, foi feita a 12 lavagem (seta) dos os banhos
de 6rgao com solugdo modificada de Krebs-Henseleit, e apds 5
min, a 2% lavagem (seta); quinto, foi permitido o equilibrio por mais
40 min.

5.5. Protocolos

Foram utilizados dois protocolos: curva de resposta as frequéncias (CRF) e
curva de resposta-concentragdo (CRC) (Figura 5). A comparagéo entre corpo e
corno uterino e cérvix foi somente para protocolos sem adicdo de farmacos, ou seja,
para comportamento espontdneo ou em resposta a estimulacido de forca elétrica
(EFE). A adicado de farmacos foi realizada somente para os segmentos da cérvix,
nao sendo o objetivo do trabalho verificar tais substancias na musculatura uterina
pela ampla literatura existente.
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Figura 5. Esquema ilustrativo dos protocolos realizados: curva de
resposta as frequéncias (CRF) e curva de resposta-
concentragéo (CRC).

5.5.1. Curva de resposta as frequéncias (CRF)

Foram realizadas varias EFE para excitar os nervos autbnomos intramurais
presentes nos segmentos musculares. A CRF de EFE foi realizada tanto na
musculatura lisa do corpo e corno do utero, quanto na cérvix, e foi comum para cada

experimento e realizado sempre previamente ao farmaco adicionado.
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Apo6s os 40 minutos de equilibrio, foi aplicada EFE por meio dos eletrodos de
platina em cada segmento (a cada 10 min, 30 s de duragao e 300 mA). A frequéncia
inicial aplicada foi de 10Hz por 4 estimulag¢des, para estabelecer a viabilidade do
tecido, segundo experiéncia prévia do laboratorio, e subsequentemente, 2, 4, 8 e

16Hz por uma estimulagao cada e entdo 32Hz por 3 estimulagdes (Figura 6).

YYYELIYYVVY
10Hz 10Hz 10Hz 10Hz 16Hz

32Hz 32Hz 32Hz

Figura 6. Esquema do protocolo de curva de resposta as frequéncias, aplicado nas
camadas de musculatura lisa do utero e cérvix de suinos em solugao
modificada de Krebs-Henseleit em banhos de érgéo.

Nas preparagdes controle (de igual n) o mesmo procedimento foi realizado,
porém sem o farmaco, ou seja, havia um canal com o respectivo segmento do
mesmo animal no qual foi submetido aos mesmos procedimentos do canal que
recebia o farmaco, s6 que sem a adicdo do farmaco. Este controle foi feito para
acompanhar a viabilidade do segmento, diferenciando possiveis alteragdes
eminentes do préprio tecido e ndo em relagao ao farmaco isoladamente.

Para os protocolos descritos a seguir foi utilizada somente a musculatura lisa
da cérvix. Os farmacos atropina e L-NAME foram testados dentro de uma CRF para
verificar a presenga de um ou mais neurotransmissores envolvidos nas repostas

neurogénicas.

Atropina

Apos CRF, a EFE foi desligada e entdo adicionado 0,3uM de atropina em
cada preparagao (MC, n=12; ML, n=9) e apds 40 min de equilibrio, foi realizada
novamente CRF na presencga do farmaco. Em preparagdes nas quais apresentaram
respostas resistentes a atropina, ou seja, naquelas nas quais as respostas de
contragao neurogénica nao foram abolidas, 3uM de fentolamina (n=4) foi adicionada

na sequéncia, repetindo somente a EFE de 32Hz por 4 estimulagdes.
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L-NAME (N-nitro-L-arginina-metil-ester)
Foi adicionado 100uM de L-NAME em cada preparagao (n=3) e entdo a CRF

repetida na presenca do farmaco.

5.5.2. Curvas de resposta-concentragédo (CRC)

Para os protocolos descritos a seguir foi utilizada somente a musculatura lisa
da cérvix. Apés CRF, EFE permaneceu em 32Hz e, somente se citado o contrario,
cada farmaco foi adicionado sequencialmente em 0,5-log (em concentragdes
crescentes) na mesma amostra e observadas as respostas de contragao dos tecidos
em relagao as diferentes concentracdes dos farmacos.

Nas preparagdes controle (de igual n) o mesmo procedimento foi realizado,
porém sem o farmaco, da mesma forma como explicado anteriormente, ou seja, com
um canal com o respectivo segmento do mesmo animal, no qual era submetido aos
mesmos procedimentos do canal que recebia o farmaco, s6 que sem a adi¢do do
farmaco. Adicionalmente, a ultima resposta neurogénica de 32Hz da CRF, sem
adicado do farmaco, foi utilizada como referéncia (em porcentagem) as respostas dos
tecidos a mesma frequéncia em relagdo aos farmacos, como sera explicado no

tépico 5.7.

Prazosina/Fenilefrina

Cada concentragao de prazosina (0,01-3uM) foi seguida por 2 estimulacbes
elétricas. No final, uma unica dose de fenilefrina (30uM) foi adicionada e observado

por 10 min (n=6).

Fenoxibenzamina e carbacol

Uma unica concentragao do farmaco fenoxibenzamina foi adicionada em cada
preparacao (1,0-10uM, n=6), ou seja, sem adicionar sequencialmente, e aguardado
60 min antes de lavar 3 vezes consecutivas com solugdo modificada de Krebs-
Henseleit, com 5 min de intervalo entre cada lavagem. Apds 40 minutos a EFE foi

desligada e o farmaco carbacol foi adicionado em cada preparacao (0,1-10uM).
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Isoprenalina
Foi realizada somente uma Uunica estimulacdo elétrica para cada

concentracao de isoprenalina (0,03-3,0uM; n=5).

Diltiazem
Foi realizada somente uma Uunica estimulacdo elétrica para cada
concentracao de diltiazem (0,1-10uM; MC n=5; ML n=6).

Papaverina
Foi realizada somente uma unica estimulagdo elétrica para cada

concentracao de papaverina (0,1-10uM; MC n=9; ML n=8).

RP73401/UK114542

Estes farmacos foram adicionados (0,01-3,0uM), isoladamente, em cada

preparacao e foi realizada uma estimulacédo elétrica para cada concentracédo (MC
n=6; ML n=2).

5.6. Pesagem dos segmentos

Para correlacdo entre a massa (peso em mg) do segmento e a for¢ca de
contragdo das contragcdes espontédneas e neurogénicas, o protocolo de CRF foi
realizado nos musculos lisos de corno (n=6) e corpo (n=6) do utero e da cérvix (MC
n=58; ML n=20). Antes da pesagem todos os segmentos foram secados da mesma
maneira: retirados do banho de érgéo e do suporte e cortado os fios de algodéo. Na
sequéncia, foram colocados no meio de papel toalha e por cima foi colocado um

peso de 100g por 30 s e entdo pesados.

5.7. Analise de dados

Contragcdes espontédneas e neurogénicas do utero e da cérvix foram
expressas em pico de resposta ou magnitude (forga de contragdo maxima em Q)
relativa ao tobnus basal. Adicionalmente, a frequéncia das contracdes espontaneas
no inicio do experimento (antes da EFE) foi anotada durante 15 min e expressa em
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numero de contragbes por 5 min (n°/5min). Para avaliar o efeito inibitério dos
farmacos, a média da forca de contracido foi determinada pelo tempo e expressa
como porcentagem da resposta controle, sendo utilizada a resposta a frequéncia de
32Hz. No caso da fenoxibenzamina, a resposta ao carbacol foi avaliada baseada na
meédia de resposta pelo ultimo um min de exposigao (relativo a resposta neurogénica
a 32Hz).

5.8. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas pelo software SAS 9.2 (2002-2011).
Apos a confirmagado da homoscedasticidade e normalidade dos dados foi feita a
andlise de variancia (ANOVA). Os dados expressos em média e erro padrao da
média foram analisados por regressao logistica, utilizando o Proc GLIMMIX. As
variaveis consideradas para inclusdo no modelo foram: por¢édo do 6rgdo, camada
muscular, frequéncia elétrica e concentracdo do farmaco. O nivel de significancia

considerado foi de p<0,05.

6. RESULTADOS

6.1. Contragdes espontaneas

6.1.1. Analises qualitativas

Tracados representativos ilustram caracteristicas n&o-quantitativas das
respostas de contracdo espontanea. E possivel observar na Figura 7 e 8 que todos
os tecidos relaxaram apos a aplicagédo inicial de tensdo (15g); 60 mM de KCI
produziu uma contragdo de rapido aumento de tensao, seguida de relaxamento para
uma resposta sustentada. Nos tecidos uterinos (Fig. 7a,b e 8a,b), as contragbes
espontaneas demonstraram uma natureza mais tbnica e uma maior frequéncia do
que os tecidos cervicais, enquanto que estas ultimas apresentaram maior magnitude
(Fig. 8c e d).
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Figura 7. Tracgos representativos ilustrando aplicagao inicial de tenséo (15g) seguida
de relaxamento, adicdo de KCI produzindo contragdo rapida e entéo
retorno das contragdes espontédneas das camadas da musculatura lisa do
corno do utero de suinos: a) Circular; b) Longitudinal. Escala: magnitude 5g

e tempo 10 min.
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Figura 8. Tracgos representativos ilustrando aplicagao inicial de tenséo (15g) seguida
de relaxamento, adigdo de KCI produzindo contragdo rapida e entao
retorno das contragdes espontdneas das camadas da musculatura lisa de
suinos: a) Circular do corpo do utero; b) Longitudinal do corpo do utero; c)
Circular da cérvix; d) Longitudinal da cérvix. Escala: magnitude 5g e tempo

10 min.
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No retorno das contracdes espontaneas apos a remogao de KCIl do meio, nos
tecidos uterinos, foi possivel observar maior magnitude e variagdo das contragdes
espontaneas no MC ao se comparar a ML. Ja na cérvix, esta forca mostrou-se mais

estavel e similar entre as camadas musculares.
6.1.2. Analises quantitativas

Na Tabela 2 estdo os resultados das for¢as (g) e da frequéncia (n° de
contragdes/5min) das contragbes espontdneas das camadas do corno e corpo
uterino e cérvix. Dos segmentos do corno uterino e da cérvix, 75% (9/12) e 63,72%
(137/215), respectivamente, exibiram contragdes espontaneas quando na solugao
de Krebs-Henseleit, enquanto que do corpo do utero todas as preparagdes (n=29)
apresentaram tais contragbes. Os segmentos que ndo apresentaram contragéo

espontanea também foram incluidos na analise.

Tabela 2. Contracbes espontaneas (média * erro padrao) das camadas de musculo
liso longitudinal (ML) e circular (MC) do corno e corpo do utero e da cérvix
de porcas em solucado de Krebs-Henseleit: forca de contracdo (magnitude
em g) e frequéncia das contragdes (n° de contragdes/5 min). Nottingham,

2014.
CORNO UTERINO CORPO UTERINO CERVIX
ML MC ML MC ML MC
Proporcéao 4/6 5/6 14/14 15/15 45/87 92/128

Magnitude 1,10+0,41 2,84+0,96 4,06+0,93 5,10+0,67 5,3840,58 5,88+0,36
(9)
Frequéncia
(N°/5 min)

2,08+0,44"  920+4,62*"  4,50+1,0®® 4,80+0,70®® 1,60+0,20°* 2,80+0,20%°

®etras minUsculas diferem entre si entre camada muscular diferente do mesmo 6rgao (p<0.05).
ABC| etras maitisculas diferem entre si entre mesma camada muscular de diferente orgao (p<0.05).

A magnitude das contragdes nao diferiu entre as trés porgdes uterinas nem
entre as camadas musculares, entretanto houve diferenga significativa entre as
frequéncias das contragbes espontaneas entre os musculos lisos do utero e da
cérvix. Com excecado do corpo uterino, o MC apresentou maior frequéncia de
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contragdo do que o ML. As camadas musculares do uterinas, tanto longitudinal
quanto circular, se contrairam mais rapidamente do que as cervicais, com excegao
da camada longitudinal do corno uterino, a qual ndo teve diferenga em relagéo a
respectiva camada da cérvix. O ML do corpo do utero apresentou maior frequéncia
do que o ML do corno e da cérvix. Ja o MC do corno uterino teve mais contragdes

que o MC do corpo e cérvix.

6.2. Respostas de contragao neurogénica a estimulagao elétrica de 10Hz
e 2-32Hz (CRF)

6.2.1. Analise qualitativa

Analisando a Figura 9, pode-se observar a natureza ténica e alta frequéncia
das contracdes espontaneas dos musculos lisos do corno uterino, sendo estas de
forga similar as respostas de contragdo neurogénica no MC e menores no ML. As
contragdes induzidas por EFE foram seguidas por subsequente relaxamento em ML
(8Hz ou mais) e menos acentuado em MC (16 e 32Hz somente) e o tempo para
voltarem a linha basal anterior aumentou com a frequéncia de EFE. Também é
possivel observar que, ao contrario do ML, o aumento do EFE nao aumentou
claramente a magnitude da resposta contratil no MC, além da ébvia diferenca na
magnitude entre a contragao pela EFE e espontadnea no ML. Altas frequéncias (16 e

32Hz) parecem reduzir a forga de contracao das respostas espontaneas (Figura 9a).



31

10 min

A A A A A AN AN AN

10Hz 4Hz
10Hz 2He 8Hz 16Hz 32Hz 32Hz

10 min

AN AN 4 AN N NN

10Hz 10Hz 4Hz
2Hz 16Hz 32Hz 32Hz

Figura 9. Tragos representativos da contragdo neurogénica apos estimulagéo
elétrica das musculaturas lisas do corno uterino de suinos: a) Circular; b)
Longitudinal. Setas indicam relaxamento do musculo pés-estimulagao
elétrica. Escala: magnitude 5g e tempo 10 min.

Em relagdo as contragbes neurogénicas entre as camadas musculares lisas
longitudinais e circulares do corpo do utero, essas pareceramm ter respostas
similares a todas as frequéncias expostas e mais fortes conforme aumentava a
estimulacdo, sem alterar claramente as contracbes espontaneas (Figura 10).
Entretanto, ao contrario do observado no corno do utero, no corpo, a linha basal
permaneceu estavel, ou seja, a EFE n&o promoveu relaxamento apds a contragao
do musculo em todas as preparagdes. Mesmo assim, houve um periodo de
quiescéncia apos a estimulagao elétrica, observando que o musculo liso ficou um
tempo sem resposta de contragdo espontanea imediatamente apds o término da

resposta do estimulo elétrico.
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Figura 10. Tragos representativos da contragdo neurogénica apods estimulagao
elétrica das musculaturas lisas do corpo uterino de suinos: a) Circular; b)
Longitudinal. Setas indicam periodo de quiescéncia muscular pés-
estimulagao elétrica. Escala: magnitude 5g e tempo 10 min.

Na Figura 11 é possivel observar que na cérvix, da mesma maneira que no
corno e corpo do utero, a EFE induziu respostas contrateis que aumentaram com a
frequéncia de estimulacdo. A amplitude das contragcdes espontadneas no ML parece
diminuir conforme aumenta a EFE e apds estimulagédo de 32Hz (Figura 11b), o que
nao se observa no MC. Assim como no corpo do utero, ndo foi observado
relaxamento apds a resposta neurogénica, mas sim um periodo de quiescéncia da
musculatura apds o estimulo elétrico, muito mais evidente nas preparagdes cervicais
longitudinais. Vale a pena ressaltar, que é possivel observar que este retorno das
contracbes espontaneas € gradativo em alguns tecidos, voltando com contragcdes

mais fracas antes de ficarem estaveis.
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Figura 11. Tracos representativos da contragdo neurogénica apds estimulagao
elétrica das musculaturas lisas do cérvix de suinos: a) Circular; b)
Longitudinal. Setas indicam periodo de quiescéncia muscular pos-
estimulacéo elétrica. Escala: magnitude 5g e tempo 10 min.

6.2.2. Analise quantitativa

Comparando as respostas neurogénicas entre corno do utero e a cérvix nas
frequéncias expostas, houve somente diferenga significativa entre os MC da cérvix e
corno, nas frequéncias de 16 e 32Hz, sendo a resposta da musculatura cervical
maior que a do corno (p<0,05). Nenhum MC do corno uterino exibiu resposta as
frequéncias de 2, 4 e 8Hz, enquanto que o ML somente ndo houve resposta na
frequéncia de 2Hz.

Na tabela 3 estdo apresentados os dados das respostas de contracdo
neurogénica a EFE de 10Hz e de 2 a 32Hz entre o corpo do utero e a cérvix. Todas
as preparagdes que responderam ao EFE mostraram contragdes dependentes da
frequéncia. O ML do corpo uterino apresentou respostas de contragdes
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neurogénicas de maneira significativamente menor que da mesma camada cervical,
enquanto que o MC néo contraiu de maneira diferente entre estas porgdes.

Ainda, foi possivel observar que quanto menor as frequéncias de EFE, menor
a proporcao de tecidos que apresentaram resposta neurogénica, principalmente no
corpo uterino, sendo que menos de 50% das preparagdes responderam na

frequéncia de 2Hz.

Tabela 3. Respostas (média + erro padrdo) da for¢ca de contragdo neurogénica
(magnitude em g) a estimulacgéao elétrica de 10, 2, 4, 8, 16 e 32 Hz (300mA,
30s) das camadas de musculo liso longitudinal (ML) e circular (MC) do
corpo do utero e da cérvix de porcas em solugdo de Krebs-Henseleit. Os
segmentos que responderam a respectiva frequéncia estdo apresentados
em proporgao. Nottingham, 2014.

Magnitude da contracéo (g)

CORPO UTERO CERVIX
Frequéncia (Hz) ML MC ML MC
0 2,93+0,78" 6,17+0,89 8,03+0,86%° 8,69+0,48%°
(11/14) (15/15) (81/87) (121/127)
) 0,71%0,39% 2,13+0,94 5,48+0,80°® 4,00+0,41°
(4/14) (7/15) (62/87) (83/127)
4 0,93%0,49" 2,98+1,18 7,7+0,85%® 5,860,47"
(5/14) (8/15) (71/87) (99/127)
o 1,69+0,59" 5,27+1,00 8,32+0,89°® 7,66+0,51%°
(8/14) (14/15) (81/87) (113/127)
6 2,83+0,60" 6,12+0,96 10,41+0,69%® 9,19+0,53°
(12/14) (15/15) (83/87) (120/127)
2 3,18+0,65" 6,35+1,00 10,21+0,92%® 9,70+0,56°
(12/14) (15/15) (85/87) (121/127)

~ @ etras mindsculas diferem entre si na mesma camada muscular do mesmo orgao entre frequéncias

(Hz2) (p<0,05).

Letras maiusculas diferem entre si na mesma camada muscular entre diferentes 6rgaos (p<0,05).
*Valores que diferem entre si nas camadas no mesmo 6rgao e mesma frequéncia (Hz) (p>0,05).
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Como representado na Figura 12, a musculatura cervical demonstrou

respostas neurogénicas mais expressivas que a uterina, principalmente no ML.

a)
125 W Utero-ML
B Cérvix-ML
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o
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c
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b)
12- B Utero-MC
10 B Cérvix- MC

Contragao (g)
(o]
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2 4 8 16 32
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Figura 12. Representacao grafica do efeito da estimulagao de forga elétrica (2-32Hz)
na musculatura lisa longitudinal (a) e circular (b) do utero e cérvix de
suinos. As respostas estdo expressas em mediaterro padréo.

Na tabela 4 estdo os dados em relagdo ao tempo (em segundos) que o
musculo liso demorou em apresentar a primeira contragdo espontanea apds a
resposta neurogénica ao EFE. Como o corno uterino apresentou relaxamento pos-

estimulacdo, e nao periodo de quiescéncia, ele nao foi incluido nesta analise.
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Comparando as diferentes frequéncias na mesma camada muscular e no mesmo
tecido, no MC da cérvix este tempo foi significativamente maior nas frequéncias de
8, 16 e 32Hz, e no ML para as frequéncias de 10, 16 e 32Hz. Entretanto, entre as
camadas da cérvix, o tempo de retorno do ML mostrou-se significativamente
diferente na frequéncia de 10Hz. Entre as mesmas camadas da cérvix e do utero, o
MC da cérvix demorou mais tempo para retornar a atividade em todas as
frequéncias, com excecao da de 2Hz, ja no ML este tempo foi maior somente nas
frequéncias de 8, 10, 16 e 32Hz.

Tabela 4. Periodo de tempo (média + erro padrdo) em segundos (s) apds resposta
de contragao neurogénica a estimulacgao elétrica de 10, 2, 4, 8, 16 e 32Hz
(300mA, 30s) das camadas de musculo liso longitudinal (ML) e circular
(MC) do corpo do utero e da cérvix de porcas em solucdo de Krebs-
Henseleit. Nottingham, 2014.

Tempo até retorno da contragao espontanea (s)

CORPO UTERO CERVIX
Fre?ﬂf{' cla ML MC ML MC
10 83,3+19,6' 53,4+17 4' 244+21,6°""  175,1+12,0°"
2 76,3+20,6 57,9+28,1 155,0+24,1° 118,1+11,7°
4 85,3+20,9 62,3+31,6' 186,2+23,9°°  157,2+13,9™
8 76,5+16,8' 54,2+17,8"  221,8+22,8™"  184,8+14,4"
16 114,1+18,6' 68,6+19,4'  232,7+21,3°" 224 6+13,7"
32 137,9£19,2' 82,8+20,4 265,5¢19,5"  236,5+14,9""

abc

(Hz2) (p<0,05).

Letras minusculas diferem entre si na mesma camada muscular do mesmo érgao entre frequéncias

““Letras maiusculas diferem entre si entre camadas musculares diferentes do mesmo 6rgéo (p<0,05).

Simbolos minusculos diferem entre si na mesma camada muscular entre diferentes érgaos (p<0,05).

O periodo de quiescéncia apds a estimulagao elétrica, em segundos, entre o

fim da resposta a EFE e o retorno da primeira contragao espontanea do musculo, foi
significativamente maior na cérvix comparado ao utero, particularmente no ML. Na
frequéncia de 32Hz, o tempo até o retorno da primeira contragcdo espontanea em ML

cervical foi quase duas vezes maior que o ML uterino e trés vezes para o MC. Na
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cérvix, quanto maior a frequéncia de estimulacdo, maior o tempo de quiescéncia
uterina apos a resposta de contragdo, o que n&o é muito evidente no utero (Figura
13).
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Figura 13. Representagao grafica do periodo de tempo (média * erro padrao) apos
resposta de contracdo neurogénica a estimulagdo elétrica de 2-32Hz
(300mA, 30s) das camadas de musculo liso longitudinal (a) e circular (b) do
corpo do utero e da cérvix de suinos.

6.3. Curvas de Respostas as Frequéncias — Cérvix
6.3.1. Atropina

A presencga da atropina (0,3uM) aboliu as contragcbes neurogénicas em oito de

12 preparagdes do MC da cérvix (Figura 14a), porém sem afetar as contragdes
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espontaneas (Figura 15). Efeito similar foi observado em seis de nove preparagdes
do ML da cérvix, entretanto as trés restantes foram resistentes a atropina em todas

as frequéncias avaliadas (Figura 14b).
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Figura 14. Representacdo grafica de comparacao de respostas de contragdo da
musculatura lisa circular (a) e longitudinal (b) da cérvix de suinos apés
exposicao de 0,3uM do farmaco atropina. As respostas estdo
apresentadas em média + erro padrao das observacdes em 9 de 12
animais diferentes.
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Figura 15. Tracos representativos da atividade contratil da musculatura lisa circular
da cérvix de suinos em resposta a estimulacdo de forca elétrica (32Hz,
300mA, 30s) antes (a) e apdés (b) a exposicédo de 0,3uM do farmaco
atropina. A atropina aboliu as contragbes neurogénicas em todas as
frequéncias, porém nao afetou as contracbes espontaneas. Escala:
magnitude 2g e tempo 10 min.

Nas frequéncias abaixo de 8Hz todos os tecidos do MC foram totalmente
sensiveis a atropina e as respostas de contracdo reduziram mais de 60% em
frequéncias de 16 e 32Hz. No ML nao afetou as contragdes induzidas por EFE de 2,

4 ou 8Hz, porém reduziu significativamente as contracées em 41.5£14.7% a 32Hz.
6.3.2. Atropina e Fentolamina

Os tecidos que exibiram resisténcia a atropina foram selecionados (5,94+1,01
g, n=4) e entado foi adicionada fentolamina (3uM). Este farmaco falhou em alterar
significativamente as respostas no MC da cérvix (5,54+1,4 g, n=4). A fentolamina foi
similarmente inefetiva em respostas neurogénicas resistentes a atropina em

preparag¢des do ML da cérvix (4,50+1,6 g, n=4).
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6.3.3. L-NAME

L-NAME nao teve efeito nem na frequéncia (32Hz) nem na magnitude das
respostas contrateis nas camadas de musculo liso da cérvix, como representado na

Figura 16.
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Figura 16. Trago representativo mostrando a auséncia de efeito do L-NAME
(100um) sobre a resposta neurogénica (32Hz) e espontanea no musculo
circular liso de suinos. Escala: magnitude 5g e tempo 10 min.

6.4. Curvas de respostas-concentragao

6.4.1. Prazosina e fenilefrina

Como representado na Figura 17, o farmaco prazosina nao apresentou efeito
nas respostas de contragcdes ao EFE de 32Hz entre as camadas da musculatura lisa
da cérvix (n=6), uma vez que o comportamento do tecido na presenga do farmaco foi
similar ao controle, ou seja, no tecido sem o farmaco. A adicdo de uma unica
concentragao de fenilefrina (30uM) no final do experimento também nao teve efeito

nas respostas de contragdo de ambas as camadas de musculaturas lisas.
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Figura 17. Representagao grafica da curva de resposta-concentragdo ao farmaco
prazosina (0,01-3uM) nas musculaturas lisas longitudinal (ML) e circular
(MC) da cérvix de suinos. Os resultados estdo expressos em
porcentagem de médiaterrro padrao em relagédo a ultima média da
resposta de contragdo a 32Hz (medida antes da adigdo da primeira
concentracdo da prazosina). Nao houve efeito sobre as contracoes
neurogénicas (p>0,05).

6.4.2. Fenoxibenzamina e carbacol

A magnitude da contracdo neurogénica (EFE 32Hz) foi reduzida conforme o
aumento da concentracdo da fenoxibenzamina. A exposi¢cdao do musculo liso da
cérvix a 10uM deste farmaco por 60 min foi associada com uma reducido de
38,317,5% (n=6) da maxima magnitude de contragédo induzida por carbacol e uma
reducdo de 46,4+8,3% (n=6) na resposta neurogénica do musculo liso (32Hz)
(Figura 18). Ap6s a lavagem das preparagdes para remogao da fenoxibenzamina do
meio do banho de érgéao, este efeito persistiu por até duas horas e associado com

perda da contragao espontanea (Figura 19).
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Figura 18. Tracos representativos ilustrando a atividade da musculatura lisa circular
da cérvix de suinos em resposta a estimulacao elétrica (32Hz) e contracdes
espontaneas antes (a) e apds (b) a exposicédo a 10uM de fenoxibenzamina.
E possivel observar reducdo das contracdes neurogénicas e auséncia das
contragdes espontaneas. Escala: magnitude 5g e tempo 5 min.
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Figura 19. Representagdo grafica do efeito do aumento das concentragdes do
farmaco fenoxibenzamina (1-10uM) sobre a musculatura lisa circular da
cérvix de suinos em relagao as respostas de contragao ao estimulo elétrico
de 32Hz, antes e apds remogdo do farmaco. E possivel observar que o
efeito da fenoxibenzamina continua mesmo pés-lavagem.

6.4.3. Isoprenalina, Diltiazem e Papaverina

As Figuras 20 e 21 apresentam os resultados da CRC aos farmacos
isoprenalina, diltiazem e papaverina sobre a musculatura lisa longitudinal e circular
da cérvix. Todos os farmacos causaram inibicdo da contracdo neurogénica (32Hz)
de maneira dependente a concentracdo. No caso da isoprenalina, o ML foi
aproximadamente trés vezes mais sensivel aos efeitos inibitérios em relacdo ao MC
e, apos a ultima concentragdo, as contragdes neurogénicas voltaram a aumentar
(Figura 20a), o que nao ocorreu na presenca do diltiazem (Figura 20b) e da
papaverina (Figura 20c), podendo observar que os efeitos inibitérios continuaram
sobre as contragbes espontdneas e neurogénicas mesmo apos a Uultima

concentracao ter sido adicionada as preparacgoes.
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Figura 20. Representacdo grafica dos efeitos dos farmacos isoprenalina (a),
diltiazem (b) e papaverina (c) sobre as contragbes neurogénicas (32Hz,
300mA, 30seg) das camadas da musculatura lisa longitudinal e circular da
cérvix de suinos. As respostas estdo expressas em porcentagem da
resposta neurogénica a 32Hz sem o farmaco em média * erro padrao.
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Figura 21. Tragos representativos da curva de resposta-concentragdo aos farmacos
a) Isoprenalina (0,1-10uM), b) Diltazem (0,1-10uM) e c¢) Papaverina (0,3-
30uM) sobre as respostas neurogénicas (32Hz, 300mA, 30s) da
musculatura lisa circular da cérvix de suinos. Os pontos pretos significam
as concentragdes crescentes (sequencialmente em 0,5-log) dos farmacos
adicionados em cada preparacao. Escala: magnitude 5g e tempo 10 min.

O efeito do farmaco isoprenalina em relagcdo a inibicdo das respostas
neurogénicas foi mais significativo sobre o ML do que no MC. Na dose de 3uM, por
exemplo, a resposta ao EFE foi significativamente menor no ML (93,514,5%) do que
a observada em MC (60,8%£10,7%). A papaverina e o diltiazem, além de abolirem as
respostas neurogénicas de maneira dependente da concentracdo dos farmacos em
ambas as camadas musculares, igual a isoprenalina, também inibiram as contragdes
espontaneas. Nas maiores doses analisadas, a papaverina reduziu as contracoes

neurogénicas em mais de 50%, enquanto que o diltiazem reduziu em mais de 80%.
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6.4.4. UK114542 e RP73401

Ambos os farmacos UK114542 e RP73401 nao provocaram efeitos
significativos sobre as contragdes neurogénicas (32Hz), porém uma leve diminuigéo
das respostas as EFE ocorreu no ML de forma dependente a concentracido dos
farmacos (Figura 22).

Em comparagdo com a papaverina, a meédia de redugdo em relacdo a
porcentagem da ultima resposta neurogénica a 32Hz, para ambos os farmacos, foi
significativamente menor. Na ultima concentragao (1x10'6M), UK114542 e RP73401
diminuiram 24,5 +12,1% e 21,5 £9,2%, respectivamente, a resposta de contragcado do
MC a EFE de 32Hz.
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22. Representagdo grafica dos efeitos dos farmacos
UK114542 e RP73401 sobre as contracdes
neurogénicas (32Hz, 300mA, 30s) das camadas da
musculatura lisa longitudinal (a) e circular (b) da cérvix
de suinos. As respostas estdo expressas em
porcentagem da resposta neurogénica a 32Hz sem o
farmaco em média + erro padrdao. Nao houve efeito
sobre as contragdes neurogénicas (p>0,05).
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6.5. Pesagem dos segmentos

O peso dos segmentos dos musculos lisos utilizados (todos de mesmo
tamanho) nos experimentos, apds secagem, teve correlagcdo positiva (r2=0,16,
p<0,0002) com a magnitude das contragbes espontaneas. Os segmentos da
musculatura lisa cervical, tanto circular quanto longitudinal, foram significativamente
mais pesados que os do corno e corpo do utero, porém sem diferenca entre as

camadas musculares na mesma porc¢ao uterina (Tabela 5).

Tabela 5. Peso dos segmentos isolados das musculaturas lisas longitudinais (ML) e
circulares (MC) da cérvix e utero (corno e corpo) de suinos utilizados nos
experimentos com banho de 6rgdo. Todos os segmentos foram secos da
mesma maneira previamente a pesagem. Nottingham, 2014.

Peso (média * desvio padrao) mg

ML 143, 06,+177,922
Cérvix
MC 154,02+130,222
ML 52,16+13,81°
Corpo b
MC 55,46+5,78
ML 33,39+5 58"
Corno b
MC 38,79+8,16

*®etras diferem entre si entre os mesmos tecidos de érgaos diferentes (p<0,05).

7. DISCUSSAO

Com base na literatura existente, é possivel perceber que muito se conhece
sobre as propriedades do miométrio, e pouco sobre a musculatura cervical em si. O
intuito inicial com este trabalho foi compreender as propriedades fisiolégicas e
farmacolégicas da cérvix, comparando com os padrbes fisiolégicos das outras
porcbes do utero, para proporcionar maior conhecimento sobre possiveis
medicamentos que poderiam facilitar a passagem transcervical tanto para a
inseminacao artificial quanto para a transferéncia de embrides. Candappa e
Bartlewski (2014) relataram que a aplicagdo do anadlogo estavel da prostaglandina

E2, dinoprostone, aumentou a taxa de penetracdo cervical para transferéncia de
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embrides em ovelhas, destacando o potencial de uma abordagem farmacologica
para modificar a funcao cervical. Entretanto, estes autores ndo obtiveram sucesso
nas taxas de fertilizagédo, e ainda, no Brasil, a prostaglandina E e seus analogos tém
uso restrito a hospitais humanos, ndo sendo permitida sua venda nem para uso
veterinario.

Em nosso trabalho, a musculatura lisa do corno e corpo do utero mostrou ser
mecanicamente mais ativa que seus respectivos musculos na cérvix de suinos.
Maior proporcao das preparagdes uterinas (75% do corno € 100% do corpo) exibiu
contragdes espontédneas comparada as cervicais (63,7%). Em humanos, Cordeaux
et al. (2009) também observaram que mais de 99% da musculatura do corpo uterino
desenvolveram contragdes espontaneas regulares e Bryman et al. (1986) relataram
tais contragcdes em 68% das preparagdes cervicais, 0 mesmo encontrado em cérvix
de bovinos (HIRSBRUNNER et al.,, 2003), indicando similaridade das atividades
musculares lisas entre estas trés espécies. Entretanto, estudos em ratos observaram
que somente 50% dos musculos lisos do corno do utero e da cérvix apresentaram
contragdes espontdneas e ainda de maneira parecida entre eles (DARIOS et al.,
2012) ou ainda que a cérvix apresentou maior atividade (HOLLINGSWORTH, 1974).

O tecido uterino utilizado por estes autores (HOLLINGSWORTH, 1974;
DARIQOS et al., 2012) foi somente do corno, enquanto em nosso trabalho utilizamos
tanto o corno quanto o corpo do utero. Comparando o padrdao de atividade
espontanea entre estas regides, evidentes diferengcas também foram encontradas
em ratos (GRIFFITHS et al., 2006) e bovinos (KAUFMANN et al., 2008), mostrando
que a atividade espontdnea € dependente de cada regido, provavelmente pela
diferenca da quantidade de musculatura.

Apesar de menor quantidade de musculo liso na cérvix que nas demais
regides do utero descrita em ratos (DARIOS et al., 2012) e humanos (PETERSEN et
al., 1991; OXLUND et al., 2010), observamos que a musculatura lisa cervical € muito
mais pesada que a uterina, talvez pela maior quantidade de fibras colagenas
entremeadas (DKALNS, 1982; OXLUND et al., 2010), o que justifica também a maior
atividade do miométrio. Adicionalmente, uma distribuicdo heterogénea de receptores
de contratilidade foi encontrada no miométrio de bovinos (CERBITO et al., 1997) e

suinos (CAO et al., 2005), e provavelmente € o que ocorre na cérvix, entretanto mais
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estudos sdo necessarios para esclarecer a topografia de receptores contrateis nesse
musculo.

A atividade espontanea da musculatura lisa do miométrio e da cérvix séo
dependentes do tipo de camada, uma vez que encontramos que MC apresentou
maior magnitude e frequéncia das contrag¢des, particularmente no corno uterino e na
cérvix, nos quais a frequéncia foi significativamente maior que no ML; de fato,
aproximadamente metade dos segmentos do ML da cérvix se apresentaram
quiescentes em repouso. Corroborando com nossos dados, Hirsbrunner et al.
(2006) e Kitazawa et al. (2001a) também encontraram maior contratilidade do MC
comparado ao ML em miométrio de éguas e suinos, respectivamente. Em relagao a
dependéncia da regiao, a frequéncia das contragdes espontadneas do corno uterino
de suinos do mesmo estudo, mostrou ser similar ao nosso para a camada
longitudinal (6,7 £ 0,7/10 min), porém o MC foi muito mais ativo (18 + 1,4/10 min)
que a musculatura do corpo uterino e cérvix.

Além da diferente topografia dos receptores responsaveis pela contracéo, a
estrutura do musculo também pode ser distinta, justificando essas diferencas.
Estudos demonstraram que a conexina 43 (proteina das jungdes comunicantes do
tipo “gap”) possui concentragdo camada-especifica e € mais expressa no MC,
sugerindo que esta camada tenha maior fungdo nas contragdes miometriais
(DOUALLA-BELL et al., 1995; SHYMLOVA et al 2009), corroborando com nossos
dados. O comportamento muscular camada-dependente pode refletir um papel
funcional diferente entre as camadas longitudinal e circular na motilidade uterina e
cervical. Especialmente durante as diferentes fases do ciclo estral, a musculatura
uterina também mostrou trabalhar de diferentes modos, dependendo dos eventos
fisiolégicos/horménios atuantes do momento (HIRSBRUNNER et al., 2002).

Das preparagdes obtidas nesse estudo que exibiram respostas neurogénicas
a EFE, todas as contragdes uterinas (corpo) e cervicais foram de maneira
dependente a frequéncia, de forma similar ao miométrio de bovinos (TANEIKE et al.,
1999). Estes autores observaram que o MC foi mais sensivel as estimulagdes de
baixa frequéncia (0,1-2Hz) que o ML, o que corrobora com o presente estudo
somente para os musculos uterinos, pois o ML cervical mostrou maior resposta do

que o MC em baixas frequéncias. A propésito, a magnitude da resposta do ML a
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todas as EFE, na cérvix, foi significativamente maior que a mesma camada no utero.
Em ratos, as respostas neurogénicas a frequéncia de 50Hz e 200 mA, ocorreram
somente na cérvix e corpo uterino, principalmente na camada circular, enquanto que
o corno uterino mostrou somente contragdes espontaneas (HOUDEAU et al., 2003).
Da mesma maneira aconteceu em nosso estudo, quando em baixa estimulacéo, os
musculos do corno uterino ndo responderam. Assim, os resultados dos demais
autores junto com os nossos, indicam regidao especifica e variagcdo dependente da
camada muscular na inervagao motora do utero e da cérvix (HOUDEAU et al., 2003).

No corno do utero, estimulagdes em alta frequéncia parecem ter promovido
um relaxamento muscular imediatamente apds a contragdo, este mais acentuado em
ML (8Hz ou mais) do que em MC (32Hz somente), o que n&do aconteceu nem no
corpo uterino nem na cérvix. Taneike et al. (1991) também observaram este
relaxamento induzido pelo estimulo elétrico no ML uterino de suinos até mesmo em
frequéncias de estimulagdo mais baixas, 0 que ndo ocorreu no corno uterino de
bovinos (TANEIKE et al., 1999). J4 nos musculos do corpo do utero e cérvix, as
respostas neurogénicas foram seguidas, nao por relaxamento, mas por um periodo
de quiescéncia mecanica. Até o momento, ndo foi encontrado na literatura descrigcao
sobre esta observacido no trato reprodutivo. Este fato, portanto, pode ser
interpretado como uma evidéncia de um transmissor inibitorio liberado junto com
acetilcolina, como foi observado no ileo de porquinho-da-india (OZAKI et al., 1994).
Como o inibidor de 6xido nitrico, L-NAME, ndo apresentou nenhum efeito sobre as
contracbes musculares nem sobre a quiescéncia poés-estimulacdo da cérvix,
podemos excluir o papel do 6xido nitrico neste evento. Tal observacao difere de
outros estudos que demonstraram a presencga deste radical livre no utero de ratos
(YALLAMPALLI et al., 1993), coelhos (SLADEK et al., 1993), porquinho-da-india
(CHWALISZ et al., 1994) e humanos (BUHIMSCHI et al., 1995) e na cérvix de ratos
(BUHIMSCHI et al., 1996), contribuindo para manutengdo da quiescéncia uterina
durante a gestacdo e na dilatacdo cervical no parto. Ainda, € relatado que o uso do
L-NAME, induziu nascimentos prematuros e atrasou o relaxamento espontaneo da
cérvix em porquinho-da-india (CHWALISZ et al., 1994). Assim, além de ser
possivelmente espécie-especifico, o envolvimento do 6xido nitrico parece estar mais

relacionado com o periodo de gestacdo, uma vez que nao foi encontrado em
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miométrio de suinos no proestro e bovinos na fase luteal (TANEIKE et al., 1999),
enquanto que em mulheres e ratos a expressao do oxido nitrico parece estar mais
presente em utero de gestantes>nao-gestantes>parto (YALLAMPALLI et al., 1993;
BUHIMSCHI et al., 1995).

Ainda, a primeira contracdo espontdnea que retoma apds este periodo de
quiescéncia foi bastante reduzida, indicando que ha mais tempo do que os valores
descritos neste estudo, ou seja, até mais de quatro minutos para que o musculo
retome a sua atividade padrao anterior. Como nao ha descri¢gao na literatura sobre
estas observagdes, € necessario, pois, investigar os fatores envolvidos nesta
indugcdo de quiescéncia muscular, uma vez que pode ser considerada como
potencial de manipulacdo ndo farmacologica de relaxamento ou periodo nao
responsivo do musculo cervical, ja que o tempo é suficiente para realizar, por
exemplo, uma inseminacao artificial transcervical.

Apesar da maioria das respostas neurogénicas em ambas as camadas
musculares da cérvix ter sido reduzida ou abolida pela atropina, dados estes
consistentes com os relatos sobre o envolvimento da inervagao colinérgica e
receptores muscarinicos em tecido miometrial de suinos (TANEIKE et al., 1991) e
humanos (MORIZAKI et al., 1989), uma pequena propor¢do das preparagdes
exibiram evidéncia de um segundo transmissor. Tais preparagdes resistentes a
atropina, subsequente expostas ao antagonista alfa-adrenérgico, fentolamina, nao
evidenciaram o envolvimento de receptores alfa-adrenérgicos. De fato, a prasozina e
a fenilefrina também falharam em desenvolver contragdes no tecido cervical. De
acordo, Taneike et al. (1991) observaram que metade do ML do corno uterino de
porcas nuliparas foram insensiveis a atropina, o que nao foi observado com MC,
porém, a presenga da fentolamina bloqueou as respostas a EFE. Este bloqueio
reforgca a suspeita por outros autores (KITAZAWA et al., 2000; 2001a,b) de que a
musculatura longitudinal uterina € mediada por inervagao adrenérgica, enquanto que
a circular é mediada por inervagao colinérgica em suinos. Entretanto, tal suspeita
nao foi confirmada em nossos tecidos em relagcao aos receptores alfa-adrenérgicos.
O fato de nosso trabalho ter sido realizado em animais pré-puberes, pode justificar a

auséncia destes receptores, uma vez que sao regulados (tanto na concentracéo
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como na funcdo) pelos horménios sexuais (ROBERTS et al., 1981; REXROAD,
GUTHRIE, 1983; MARNET et al., 1987).

Apesar da nao evidéncia de receptores alfa-adrenérgicos nos tecidos
trabalhados, pdde-se observar a atividade de receptores beta-adrenérgicos, uma vez
que a isoprenalina teve efeito inibitério sobre as respostas neurogénicas da
musculatura lisa da cérvix, nao sendo influenciado pelo fato dos animais serem pré-
puberes. A isoprenalina também mostrou relaxar a musculatura cervical de suinos
(KITAZAWA et al., 2001b) e uterina de suinos (TANEIKE et al., 1991; KITAZAWA et
al., 2001b), bovinos (TANEIKE et al., 1999) e ratos (DARIOS et al., 2012).

Enquanto que a habilidade do diltiazem e papaverina em inibir contragdes
neurogénicas em ambas as camadas de MC e ML sugere uma distribuicdo e funcéo
similares para canais de calcio sensiveis a voltagem (NAYLER; DILLON, 1986) e
fosfodiesterase (KANEDA et al., 1998) nos tecidos trabalhados, o observado para
isoprenalina, que foi mais efetiva no ML, é consistente com relatos de maior
atividade da adenilciclase (KITAZAWA et al., 2001b). Assim, como estes trés
farmacos também inibiram as contragcdes espontaneas, além das neurogénicas,
subentende-se que seria melhor utilizar uma droga seletiva para aumentar o efeito
do relaxamento cervical quando na inseminacgdo artificial ou transferéncia de
embrides. Todavia, como os inibidores seletivos de PDE4 e PDES5, RP73401 e
UK114542, respectivamente, foram desprovidos de efeitos em ambas as camadas
musculares da cérvix, acreditamos que a atividade destas enzimas em repouso €, ou
muito baixa, ou requer um estado de gestagdo para tornarem-se fisiologicamente
ativas, como relatado para PDE4 em miométrio de humanos (MEHATS et al., 2007).
Portanto, o efeito inibitorio da papaverina na cérvix de suinos pode estar relacionado
com outras isoformas de fosfodiesterase (MEHATS et al., 2007).

E importante salientar que os efeitos de relaxamento que almejamos dos
farmacos na fungdo do musculo liso da cérvix ndo sdo os unicos que devem ser
levados em consideragdao quando na decisao de qual farmaco seria melhor para uso
neste contexto terapéutico. Possiveis efeitos sobre os espermatozoides ou embrides
tém que ser consideradas, particularmente na concentracdo da substtancia a ser
utilizada localmente na cérvix, uma vez que esta pode permanecer alta e ainda

espalhar para o utero. Por exemplo, agentes conhecidos em elevar AMPc (como
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papaverina) tem o potencial em promover capacitagdo do espermatozoide
(HARAYAMA, 2013), enquanto que diltiazem inibe este processo calcio-dependente
(CISNEROS-MEJORADO et al., 2014) e, portanto, podem interferir na fertilizagao.

O agente alquilante irreversivel, fenoxibenzamina, produziu uma inibi¢ao
persistente das respostas neurogénicas e atividade espontanea da cérvix mesmo
apds ter sido removido da solugdo. Quando utilizado em cérvix de humanos,
também mostrou inibir contragdes estimuladas eletricamente (BRYMAN et al., 1988).
Além da funcdo de antagonista inespecifico de receptores alfa-adrenérgicos, este
farmaco é conhecido por bloquear canais de calcio dependentes de voltagem e
receptores muscarinicos (EL-FAKAHANY, RICHELSON, 1980; BODENSTEIN et al.,
2005). Em vista disso, acreditamos que a fenoxibenzamina apresenta combinacao
de propriedades farmacolégicas que poderia ser usada de forma intracervical antes
da inseminacéo artificial ou transferéncia de embrides, com intuito de aumentar a
penetracdo cervical. Assim, mais estudos em relagcdo a este farmaco e a cérvix

deveriam ser realizados.

8. CONCLUSAO

Noés confirmamos que ha diferenga na atividade de contragcdo espontanea
entre as camadas musculares do corno e corpo do utero e cérvix de suinos e
pudemos observar evidéncia de maior envolvimento colinérgico na mediagdo das
respostas autbnomas. Nao pudemos confirmar a presencga de inervagao adrenérgica
como um transmissor excitatério ou, mais especificamente, para receptores alfa-
adrenérgicos que pudessem alterar a atividade de contragdo, enquanto que a
isoprenalina obteve acdo inbitéria. A presenca do diltiazem e papaverina foi
associada com a reducdo de ambas as atividades espontédneas e respostas
neurogénicas, assim como a fenoxibenzamina promoveu efeitos similares, que

permaneceram mesmo na auséncia deste farmaco.
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9. CONSIDERAGOES FINAIS

Estudos da fisiologia da musculatura lisa uterina e cervical sdo muito
importantes para melhor entendimento de como ambos os tecidos trabalham juntos
durante diferentes fases do ciclo reprodutivo da fémea, incluindo manutengao da
concepgao e parto. O conhecimento da fisiologia permite entdo trabalhar com estes
musculos, sendo no caso, a manipulagao farmacoldgica da cérvix.

Em nosso trabalho, varios farmacos apresentaram efeito de
relaxamento/inibicdo da musculatura da cérvix, sendo ainda necessario mais
estudos especificos de cada um para saber seus efeitos in vivo. Além disso, a fase
do ciclo estral na qual se trabalhara com o animal € de extrema importancia (por
exemplo, fase luteal para transferéncia de embrides), uma vez que consta na
literatura que os horménios sexuais influenciam diretamente na fungdo dos
receptores do sistema nervoso autbnomo.

O farmaco fenoxibenzamina, além de ter inibido as contracées espontaneas e
neurogénicas quando adicionado ao meio, possui a caracteristica deste efeito
continuar mesmo apos sua remogao. Esta ultima propriedade pode tornar esta droga
particularmente util em estudos posteriores para aumentar as taxas de concepcao,
quando € necessario utilizar biotécnicas que necessitem de um relaxamento
cervical.

Acreditamos ainda, ser de grande valia investigar se a penetragado cervical
poderia ser melhorada pela aplicacdo local de estimulo elétrico curto, pela
demonstracdo da inducdo de periodo de quiescéncia mecanica do musculo pods-
estimulacdo. Além deste tempo ser suficiente, por exemplo, para realizacdo de uma
inseminacao artificial transcervical, a nao utilizagdo de farmacos poderia gerar
menos efeitos colaterais locais.

A escolha do método que podera auxiliar nas biotécnicas reprodutivas, em
relagdo a um aumento da penetragao cervical, tera sempre que priorizar o bem estar
animal. Ainda, a Unica maneira para saber se ele realmente é eficiente, apesar de

todos os estudos, é pelo aumento das taxas de concepcéo e nascimento.
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APENDICE

Composicao da solugao de Krebs-Henseleit Modificada

SOLUCAO A
Sal [mM] (9)
Cloreto de Sédio (NaCl) 118 137,9
Cloreto de Potassio (KCI) 4.8 7,2
Sulfato de Magnésio 1,2 59
Hidratado (MgS04.7H,0)
Cloridrato de Calcio 1,3 3,8

Hidratado (CaCl,.2H,0)

SOLUCAO B
Sal [mM] (9)
Bicarbonato de Sédio 25,0 42,0
(NaHCO3)
Ortofosfato Diidrogenado 1,2 3,3

de Potassio (KH2POy)

Ambas as solugdes A e B sado para 1 litro de agua destilada e mantidas, em
frascos separados, a 4°C. Para preparar 1 litro da solucdo modificada de Krebs-
Henseleit € necessario misturar 50ml da solugdo A, 50ml da solugédo B e 2g de
glucose a 1 litro de agua destilada. Esta solugéo € misturada e gaseificada com 95%
O2: 5% COz durante 30 min.



