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RESUMEN

El resveratrol, un polifenol natural, es conocido por su
accion antioxidante, antiinflamatoria, analgésica, antiviral,
cardioprotectora, neuroprotectora y antienvejecimiento. El
objetivo de este estudio fue investigar el efecto del resveratrol
sobre las contracciones espontaneas del duodeno de conejo
(DDC). Segmentos aislados del DDC fueron suspendidos en un
bafio de 6rganos. El resveratrol (1 y 10 yM) redujo la amplitud
pero no la frecuencia de las contracciones espontaneas en el
musculo liso longitudinal del DDC. El Bay K8644 (activador de los
canales de Ca2+ tipo L) antagonizé la inhibicion de la amplitud
de las contracciones espontaneas en el musculo liso longitudinal
inducidas por el resveratrol. La apamina, la caribdotoxina, la
glibenclamida y el tetraetilamonio no modificaron el efecto del
resveratrol sobre el musculo duodenal. Se concluye que la
disminucion de las contracciones espontaneas inducidas por el
resveratrol estarian mediadas por canales de Ca2+.
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ABSTRACT

Resveratrol, a natural polyphenol, is known for its antioxidant,
anti-inflammatory, analgesic, antiviral, cardioprotective,
neuroprotective and antiageing action. The aim of this study
was to investigate the effect of resveratrol on the spontaneous
contractions of rabbit duodenum (RD). Isolated segments of RD
were suspended in an organ bath. Resveratrol (1 and 10 yM)
reduced the amplitude but not the frequency of the spontaneous
contractions in the longitudinal smooth muscle of RD. Bay K8644
(L-type Ca? channel activator) antagonized the inhibition of
amplitude of spontaneous contractions induced by resveratrol.
Apamin, charybdotoxin, glibenclamide and tetraethylamoniun
did not modify the effect of resveratrol on duodenal muscle. It
was conclude that the decrease of the spontaneous contractions
induced by resveratrol would be mediated by Ca?" channels.

Key words: Resveratrol; duodenum; spontaneous contractions;
Ca?* channels; rabbit
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INTRODUCCION

El resveratrol (3,4’,5 trihidroxiestilbeno) es una fitoalexina
natural producida por algunas plantas como la vid (Vitis vinifera)
en respuesta a una lesion. El resveratrol esta presente en la dieta
humana en frutas y vino. En concreto, esta presente en la piel de
las uvas pero no en la pulpa y, ademas, el vino blanco contiene
muy pocas cantidades comparado con el vino tinto [6].

Desde comienzos de los afios 90, el resveratrol es popular
debido a su posible contribucién a la “paradoja francesa”, término
que se refiere a la tasa relativamente baja de enfermedad
cardiovascular en Francia, a pesar de la alta ingesta de grasa
saturada diaria [1].

Como compuesto fendlico, el resveratrol es conocido por sus
acciones antioxidantes, anti-inflamatorias, analgésicas, antivira-
les, cardioprotectoras, neuroprotectoras y antienvejecimiento,
y ha mostrado tener efectos quimiopreventivos con respecto a
varias enfermedades humanas, tales como la enfermedad car-
diovascular, osteoporosis y Ulceras gastricas [2].

Laentradade Ca?*extracelularolaliberacién de Ca*intracelular,
la participacion de canales de K*, la liberacion de 6xido nitrico y la
adenosina ciclicamonofosfato han sido propuestos como algunos
mecanismos de accion del resveratrol. El objetivo de este estudio
fue examinar el efecto del resveratrol sobre las contracciones
espontaneas duodeno del conejo DDC y su mecanismo de
accion.

MATERIALES Y METODOS

Compuestos quimicos ensayados: EIl resveratrol (un
polifenol natural), el Bay K8644 (un activador de los canales de
Ca2+ tipo L), la apamina (un bloqueador de los canales de K+
activados por Ca2+ de pequefia conductancia), la caribdotoxina
(un bloqueador selectivo de los canales de K+ activados por
Ca2+ de media y alta conductancia), la glibenclamida (un
bloqueador de los canales de K+ sensibles al ATP), y el cloruro

de tetraetilamonio(TEA, un bloqueador no especifico de canales
de K+) fueron obtenidos en Sigma-Aldrich (Madrid, Espafa).

Animales: Se utilizaron conejos (Oryctolagus cuniculus)
machos de la raza Neozelandesa, con un peso de 2-2,25
kilogramos (kg), que se mantenian con pienso estandar y libre
acceso al agua.

Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por el
Comité Etico de la Universidad de Zaragoza (Espafia), de acuer-
do a la normativa de proteccién animal espariola (RD53/2013) y
la Directiva de la Union Europea 2010/63/EU.

Preparacion de los segmentos intestinales y protocolos
experimentales: Los segmentos del duodeno del conejo (DDC)
eran rapidamente extraidos, lavados y disecados del mesente-
rio y tenian una longitud de 10 milimetros (mm). Se obtuvieron
registros isométricos de la motilidad duodenal observada en un
bafio de érganos, como previamente se ha descrito [4]. Después
de un periodo de adaptacién, las contracciones espontaneas
del duodeno eran registradas en solucion Krebs y consideradas
como control. Los segmentos duodenales eran incubados con
resveratrol (1-10 micromolar (uM)) durante 90 minutos (min). Los
inhibidores ensayados se afiadian al bafio 15 min antes de la
administracion del resveratrol. Cada protocolo experimental se
realizé sistematicamente en cuatro segmentos de musculo liso
longitudinal y circular tomados del mismo conejo y repetidos en
tres o cuatro conejos. El efecto per se de los inhibidores de los
canales de K+y el Bay 8644 se ha descrito previamente [5, 10].

Andlisis de los datos: La amplitud en milinewton (mN) y la
frecuencia en contracciones por minuto (cpm) de las contrac-
ciones espontaneas se calcularon como se ha descrito previa-
mente [4]. Los resultados se expresan como la media del por-
centaje con respecto al control * error estandar medio (SEM).
Las comparaciones entre medias se realizaron mediante el ana-
lisis de varianza (ANOVA) y los valores de P se determinaron
usando el test de Scheffé F [3]. Las diferencias con valores de

TABLA |
EFECTO DE LA INCUBACION DURANTE 90 MIN EN KREBS (K, CONTROL) O RESVERATROL
(R, 1-10 uM) SOBRE LA AMPLITUD Y LA FRECUENCIA DE LAS CONTRACCIONES ESPONTANEAS
DEL MUSCULO LISO LONGITUDINAL Y CIRCULAR DE DUODENO DE CONEJO

Musculo longitudinal

musculo circular

Amplitud de contracciones Frecuencia de contracciones Amplitud de Frecuencia de

contracciones contracciones

Krebs 93,045,8 (8) 96,6+3,0 (8) 95,6+4,6 (8) 97,1+4,6 (8)
R1uM 70,816,2 (8)* 110,743,2 (8) 88,1£17,5 (8) 91,9+14,0 (8)

R 10 pM 72,1467 (11)*

103,7+1,0 (10)

88,5¢15,0 (10) 101,5£13,0 (11)

Los porcentajes de amplitud y frecuencia de las contracciones espontaneas se expresan como la media + S.E.M. El nUmero de segmentos

de 4 conejos se indica entre paréntesis. *P<0,05 vs Krebs.
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FIGURA . EFECTO DE LA INCUBACION DE 90 MIN CON KREBS (CONTROL) O RESVERATROL (R, 1 uM), SOBRE LA AMPLITUD Y
LA FRECUENCIA DE LAS CONTRACCIONES ESPONTANEAS DEL MUSCULO LISO LONGITUDINAL DE DUODENO DE CONEJO.
Efecto del Bay K8644 (Bay, 0,1 uM), la apamina (AP, 1 uM) caribdotoxina (ChTX, 0,01 pM), glibenclamida (GB, 0,1 uM) y tetraetilamonio
(TEA, 5 mM) afiadido 15 min antes del resveratrol (R, 1uM) sobre la amplitud y frecuencia de las contracciones espontaneas. Las columnas
representan los valores medios de porcentaje en Krebs (control), y las barras verticales indican el SEM. El nimero de segmentos tomados
de cuatro conejos. *P< 0,05 vs. Krebs.
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P<0,05 se consideraron como estadisticamente significativas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del resveratrol sobre las contracciones
espontaneas: El resveratrol (1 y 10 uM) disminuyé la amplitud
pero no la frecuencia de las contracciones espontaneas del

musculo liso longitudinal del DDC (TABLA I).

El efecto del resveratrol sobre las contracciones espontaneas no
era concentracion dependiente. El efecto del resveratrol (1 uM)
sobre la amplitud de las contracciones espontaneas del musculo
liso longitudinal de duodeno fue antagonizado por Bay K8644
(0,1 yM) (FIG. 1). Sin embargo, la apamina (1 uM), caribdotoxina
(0,01uM), glibenclamida (0,1 uM) y TEA (5 mM) no modificaron
el efecto del resveratrol sobre la amplitud y la frecuencia de las
contracciones espontaneas del duodeno (FIG. 1).

El musculo liso del intestino exhibe dos tipos distintos de
contracciones: tonicas y fasicas ritmicas, las cuales causan
movimientos de mezcla y propulsion [9]. Los segmentos
longitudinales y circulares del DDC muestran contracciones
espontaneas fasicas ritmicas [8]. En este estudio, el resveratrol
disminuyésolamente laamplitud delas contracciones espontaneas
del musculo liso longitudinal del DDC, pero no altero la frecuencia
de las contracciones espontaneas. Los resultados obtenidos
estan de acuerdo con otro estudio que muestra, que el resveratrol
disminuye la tensién en reposo y también reduce la media de
la amplitud de la contraccién del musculo liso gastrointestinal
[17].Ademas, el grupo del trabajo ha descrito previamente como
otros compuestos fendlicos como la genisteina y quercetina
también inhiben la amplitud de las contracciones del musculo liso
longitudinal del DDC [12]. Sin embargo, el mecanismo de accion
de estos polifenoles parece ser diferente. Mientras los efectos de
la genisteina son mediados por los canales de Ca?'y K*, el efecto
de la quercetina esta mediado por adenosin monofosfato ciclico
(AMPc)y la proteinakinasa A. Estos resultados estan de acuerdo
con resultados previos del grupo sobre el efecto de la melatonina
y el trolox, también antioxidantes, en la contractilidad del DDC
[3]. Por lo tanto, se ha observado como numerosos compuestos
naturales pueden modular las contracciones espontaneas del
intestino.

Se ha descrito que el resveratrol inhibe las contracciones
espontaneas ritmicas y fasicas del Utero aislado de Rata Wistar
[11] y la actividad contractil de musculo aislado de la vesicula
biliar [16], relaja el musculo liso gastrointestinal de rata [17] y de
la arteria mesentérica de rata [7] y previene las contracciones
inducidas de bradiquinina en el musculo de la vejiga de la orina
aislada de rata [15].

Aunque el resveratrol ha generado interés como un suplemento
alimenticio adecuado y barato con beneficios potenciales para
la salud en varios campos en los ultimos afios, se necesita mas
investigacion adicional con el fin de establecer conclusiones
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claras. Especificamente, hay muy pocos estudios acerca
de los efectos del resveratrol en el sistema gastrointestinal.
Recientemente, se ha visto que en pacientes con diabetes tipo
2 con dieta controlada, un suplemento de resveratrol de 500
miligramos (mg), durante 5 semanas (sem) dos veces al dia (d),
no tuvo efecto sobre el vaciamiento gastrico o peso corporal [13].

También, se ha descrito que el resveratrol produce relajacion
del fondo del estbmago del cobaya, dicho efecto mediado por
6xido nitrico y canales de K+ mediados por ATP [14]. Dichos
autores sugieren que el resveratrol podria ser utilizado para
aliviar la dispepsias gastrointestinales. El efecto del resveratrol
en el estbmago de cobaya es similar al obtenido por nosotros en
el duodeno de conejo.

CONCLUSIONES

En la presente investigacion se concluye que el resveratrol
disminuye las contracciones espontaneas duodenales y que
estan mediadas por canales de Ca2+. El resveratrol podria
utilizarse para reducir el aumento de la motilidad intestinal en los
animales.
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