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Estudo das a¢6es cardiovasculares da
iangambina em ratos
- Estudos in vivo e in vitro -

RESUMO

Os efeitos farmacolégicos de iangambina, uma lignana furofuranica isolada na forma
pura das folhas e das cascas do caule da Ocotea duckei Vattimo (Lauraceae), sobre
o sistema cardiovascular, foram estudados em ratos usando técnicas combinadas in
vivo e in vitro. Em ratos normotensos nao anestesiados, iangambina (1; 5; 10; 20 e
30 mg.kg™ i.v., randomicamente) produziu uma hipotensao (-3,9 + 0,2; -7,5 + 0,6; -
9,3+1,3;-15,0+ 1,9 e —25,5 + 1,6 mmHg, respectivamente) acompanhada por uma
resposta taquicardica (21,8 +1,7; 22,8 +6,1; 32,0 + 5,2; 42,0 + 4,8 € 67,5 + 9,9 bpm,
respectivamente), provavelmente de origem reflexa. Em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato, com endotélio funcional, iangambina (107 — 10 M) induziu
relaxamento das contra¢des induzidas por fenilefrina (1 nM - 10 uM) (pD2 = 4,5
0,06, Emax = 78,7 £ 2,9 %, n = 9) de maneira dependente de concentragédo e esse
efeito nao foi atenuado pela remocao do endotélio vascular (pD2= 4,4 £ 0,04, Emax =
756 £ 3,1 %, n = 7). Esses resultados sugerem que a resposta vasorelaxante
induzida pela iangambina parece ser independente do endotélio vascular. Baseado
nessas observacdes iniciais, os experimentos subsequentes foram realizados com
preparagdes sem endotélio vascular. Em preparagdes incubadas com KCI 20 mM, o
efeito vasorelaxante induzido por iangambina nao foi alterado (pD»= 4,5 £ 0,08, Enax
=774 £5 %, n =7). Interessantemente, iangambina foi mais potente (p<0,001) em
relaxar as contragdes induzidas pelo KCI 80 mM (pD2= 4,8 £ 0,05, Eqsx = 79,9 £ 3,7
%, n=7) do as contragdes induzidas pela fenilefrina (pD2= 4,4 £ 0,04, Enax = 75,6 £
3,1 % n=7). Sugerindo que iangambina possa estar atuando sobre os canais para
Ca?* dependentes de voltagem. Além do mais, iangambina (10 pM, 30 uM, 100 uM,
300 uM e 1 mM) antagonizou de maneira dependente de concentragdo as
contragdes induzidas por CaCl, em meio despolarizante nominalmente sem Ca*". A
lignana (107 — 10 M) induz relaxamento das contracdes induzidas pelo S(-)-Bay K
8644, um agonista de canais para Ca?* tipo-L (pD2= 4,0 + 0,04, Enex = 72,9 + 4,7 %,
n=7). langambina (30 pM, 100 yM, 300 pM e 1 mM) n&o alterou as contracdes
transientes induzidas por cafeina (20 mM) e/ou fenilefrina (10 uM). Por outro lado,
em atrio isolado de rato, iangambina produziu um efeito inotrépico negativo de 37.5 +
6.4 %. Em midcitos de artéria mesentérica de rato, iangambina (0.1 yM, 30 uM ou 1
mM) inibiu os sinais de Ca®" produzidos por KCI 65,4 mM e S(-)-Bay K 8644. Em
conclusao, esses resultados sugerem que o efeito hipotensor induzido por
iangambina é provavelmente devido a vasodilatagao periférica envolvendo a inibigdo
do influxo de Ca?* através dos canais para Ca®* dependentes de voltagem.

Palavras-chave: langambina. Hipotensdo. Anéis mesentéricos. Agao vasorelaxante.
Bloqueador de canais para Ca**.



Cardiovascular action studies of
yangambin in rats
- Approach in vivo and in vitro -

ABSTRACT

The pharmacological effects of yangambin, a furofuran lignan isolated in the pure
form the leaves and stem of Ocotea duckei Vattimo (Lauraceae) on the
cardiovascular system, were studied in rats using a combined in vivo and in vitro
approach. In normotensive non-anaesthetized rats (n=5), yangambin (1; 5; 10; 20
and 30 mg.kg™ i.v., randomly) injections produced a hypotension (-3.9 + 0.2; -7.5 +
0.6; -9.3 + 1.3; -15.0 £ 1.9 and —-25.5 + 1.6 mmHg, respectively) probably due to a
decrease of the peripheral resistance accompanied by an tachycardic response (21.8
+1.7;22.8 +6.1; 32.0 + 5.2; 42.0 + 4.8 and 67.5 + 9.9 bpm, respectively) probably of
reflex in origin. In isolated rat mesenteric artery rings, with endothelium intact,
yangambin (107 — 10° M) induced concentration-dependent relaxation of the
contractions induced by phenylephrine (1 nM - 10 uM) (pD2= 4.5 + 0.06, Emax = 78.7
* 2.9 %, n=9) and this effect was not attenuated by removal of the vascular
endothelium (pDy= 4.4 £ 0.04, Enax = 75.6 £ 3.1 %, n=7). These results demonstrated
that the vascular endothelium, probably, is not participating in the vasorelaxant
response induced by yangambin. Therefore all the experimental protocols were
carried out in endothelium-denuded mesenteric rings. In preparations pre-incubated
with KCI 20 mM, the vasorelaxant activity was not changed (pD.= 4.5 % 0.08,
Emax=77.4 £ 5 %, n=7). Interestingly, the relaxant effect induced by yangambin was
more potent (p<0.001) on the contractile response induced by KCI 80 mM (pD, = 4.8
1 0.05, Enax=79.9 £ 3.7 %, n=7) when compared to that induced by phenylephrine
(pD2= 4.4 £ 0.04, Enax = 75.6 £ 3.1 %, n=7). Furthermore, in depolarizing nominally
without Ca?* medium, yangambin (10 yM, 30 uM, 100 uM, 300 yM and 1 mM)
antagonized CaCly-induced contractions in a concentration-dependent manner. This
lignan (107 — 10 M) induced relaxation concentration-dependent manner the
contraction elicited by the L-type Ca?* channel agonist, S(-)-Bay K 8644 (pD,= 4.0 +
0.04, Emax = 72.9 £ 4.7 %, n=7). Yangambin (30 uM, 100 pM, 300 uM and 1 mM) did
not alter the transients contraction induced by caffeine (20 mM) or phenylephrine (10
MM). On the order hand, in rat isolated atrium, yangambin produced negative
inotropic effect of 37.5 £ 6.4 %. In fura-2-loaded myocytes of rat mesenteric arteries,
yangambin (0.1 uyM, 30 uM or 1 mM) inhibited, in a concentration-dependent manner,
the Ca®* signal evoked by KCI 65.4 mM and S(-)-Bay K 8644. In conclusion, these
results suggest that the hypotension effect of yangambin is probably due to a
peripheral vasodilatation that involves, at least, the inhibiting the Ca®" influx through
voltage-dependent Ca** channels.

Key words: Yangambin. Hypotension. Mesenteric rings. Vasorelaxant action.
Calcium channel blocker.
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1 INTRODUGAO

As plantas medicinais sao utilizadas desde a antiguidade no tratamento de
doencas humanas, principalmente como preparagdes caseiras, em todo mundo.
Adicionalmente aos extratos, compostos isolados também sao utilizados em
preparacdes industriais. Além disso, a terapéutica moderna, composta por
medicamentos com acdes especificas sobre receptores, enzimas, canais ibnicos,
ndo teria atingido o grau de desenvolvimento atual se ndo fosse o auxilio dos
produtos naturais, notadamente aqueles derivados das plantas superiores (DI
STASI, 1996).

Muitas evidéncias apontam as plantas medicinais como a mais antiga e
principal forma de medicacédo difundida no mundo. Até o ultimo século, a maioria dos
medicamentos foi derivada de plantas ou de fonte animal (MCNEILL; JURGENS,
2006).

Desta forma, as plantas pelas suas propriedades terapéuticas ou toxicas,
adquiriram fundamental importancia na medicina popular. A flora brasileira é
riquissima em exemplares que sao utilizados pela populagédo para fins medicinais.
Toda planta que é administrada de alguma forma e, por qualquer via ao homem ou
animal exercendo sobre eles uma acgao farmacolégica qualquer é denominada de
planta medicinal (CRAVO, 1999). Além do mais, as plantas medicinais sempre foram
objeto de estudo na tentativa de descobrir novas fontes de obtengao de principios
ativos.

O isolamento de substancias de origem vegetal foi, e continua sendo uma
importante fonte de obtencao de farmacos. Estima-se que cerca de vinte e cinco mil
espécies de plantas sdo usadas em todo o mundo para produgdo de medicamentos
(LANDINI, 1997). Este interesse pelos vegetais tem justificativa econbémica e
mercadoldgica, pois as plantas, entre outros fatores, anulam a fase de sintese, ja
que elas proprias sintetizam os compostos que produzem, reduzindo assim o0s
custos das pesquisas em novas drogas (GALVAO, 1987).

Varias espécies vegetais ja foram amplamente estudadas e muitas
substancias foram isoladas, identificadas e, posteriormente, utilizadas no tratamento

de varias doencas. A aspirina € um bom exemplo. Amplamente prescrita por suas



ARAUJO I. G. A. Introdugio 24

acdes analgésica, antipirética e antiinflamatoria, € um simples derivado do composto
de origem natural acido salicilico, obtido originalmente da arvore Salgueiro (Salix
spp) (VANE, 1994). Baseados nisto, a busca por novas substancias quimicas
presentes em espécies vegetais, que possam ser utilizadas na terapéutica, séo de
extrema importancia para preservagao da vida.

A literatura botanica, do ponto de vista descritivo, relata cerca de 200
espécies do género Ocotea que ocorrem, em geral, em florestas umidas tropicais e
subtropicais. Quimicamente, este género apresenta uma grande diversidade de
classes de substancias cujos principais metabdlitos sdo monoterpenos, alcaldides,
lignanas e neoliganas (BARBOSA FILHO, 1999).

As lignanas s&o metabdlitos secundarios de plantas originadas da via dos
fenilpropandides, dos quais sdo formados biologicamente pela via do &acido
chiquimico, apresentando uma vasta distribuicdo no reino das plantas e estando
presente nas piteridofitas, gimnospermas e angiospermas (MASSANET et al., 1988).
Estes metabdlitos ja foram identificados e isolados em cerca de 70 familias
diferentes, em todas as partes da planta, sendo a maioria destes utilizado pela
medicina popular (MASSANET et al., 1988).

O papel das lignanas na defesa da planta foi sugerido devido as suas vastas
atividades antimicrobianas, antifungicas, antiviral e antioxidante. Neste contexto,
estudos farmacoldgicos demonstraram também a eficacia das lignanas como
agentes antivirais e antioxidantes (TIBIRICA, 2001). Apresentam também atividade
inibitéria da fosfodiesterase Ill, responsavel por metabolizar o mensageiro
secundario AMPc (3,5 — monofosfato de adenosina ciclica), mostrando seu potencial
terapéutico como agente cardiotonico (GHISALBERTI, 1997). Algumas lignanas
também apresentaram atividade antagonista de receptor de PAF (Fator ativador de
Plaqueta) e bloqueadora de canal para Ca?* tipo-L (GHISALBERTI, 1997; TIBIRICA,
2001). Adicionalmente, as lignanas podem ligar-se com baixa afinidade a receptores
ETa de endotelina (HUSSAIN et al., 1995 apud TIBIRICA, 2001).

As lignanas podem ser classificadas, de acordo com a estrutura quimica,
em: furofuranas, tetrahidrofuranas, dibenzilbutanas, dibenzilbutirolactonas,
ariltetrahidronaftalenos, arilnaftalenos, 2,7-ciclolignan-9’-olides e
dibenzociclooctadienos. Dentre estas as mais comuns sdo as furofuranicas, tais
como a iangambina (GHISALBERTI, 1997).
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A iangambina (Quadro 1), uma lignana furofuranica e objeto de estudo do
nosso trabalho, ja foi isolada de cerca de 20 espécies de plantas em diferentes
partes do mundo tais como América do Sul e do Norte, Africa e Europa (TIBIRICA,
2001). Esta lignana ja foi isolada, por exemplo, das espécies Rollinia pickeli, Rollinia
exalbida e Rollinia mucosa, todas pertencentes a familia Annonaceae (MESQUITA
et al.,, 1988). Também foi isolada da Magnolia biondii pertencente a familia
Magnoliaceae e na Ocotea duckei da familia Lauraceae (MESQUITA et al., 1988;
MORAIS et al., 1999; TIBIRICA, 2001).

= ASPECTOS QUIMICOS:

- Nome: langambina

- Classe de metabdlico secundario: Lignana furofuranica
- Férmula Molecular: Cz4H300s

- Estrutura Molecular:
OMle
e

Ohe

Me
OMe

- Peso Molecular: 446

- Aspecto: pé amorfo de coloragao branca

- Solubilidade: Cloroférmio (CHCI3)
Quadro 1: Aspectos quimicos que caracterizam a iangambina

A Ocotea duckei Vattimo (Figura 1) € um vegetal de porte arbdreo
pertencente a familia Lauraceae, conhecida popularmente como louro de cheiro,
louro pimenta ou louro canela. E vastamente encontrado no Nordeste brasileiro nos
estados da Paraiba, Pernambuco, Ceara, Sergipe e Bahia (MORAIS et al., 1999).
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Das folhas e das cascas do caule da Ocotea duckei Vattimo foi isolada iangambina
na forma de cristais brancos, com férmula molecular Cy4H300g € peso molecular de
446 (MORAIS et al., 1999).

Figura 1: Ocotea duckei Vattimo

Varias atividades bioldgicas foram atribuidas a iangambina, tais como:
antagonista seletivo do receptor de PAF no sistema cardiovascular e em plaquetas,
tornando-se o primeiro antagonista deste receptor capaz de discriminar entre os dois
tipos de receptores de PAF existentes nas plaquetas e nos polimorfonucleares
(CASTRO-FARIA-NETO et al.,1995 a, b; TIBIRICA et al., 1996; HEBERT et al.,
1997); agente farmacoldogico efetivo contra colapsos cardiovasculares e
mortalidades por choques endotéxicos (TIBIRICA et al., 1996; RIBEIRO et al., 1996;
ARAUJO et al., 2001); atividade anti-alérgica (SERRA et al., 1997). A nivel de
Sistema Nervoso Central, aumentou o tempo de sono induzido por pentobarbital e
bloqueou as convulsdes induzidas por pentilenotretazol (ALMEIDA et al., 1995;
PACHU et al., 1993). Além disso, ndo apresentou efeito mutagénico na linhagem
bacteriana S. typhimurium (MARQUES et al., 2003).

Em estudos de toxicidade aguda, a administragdo oral ou intraperitonial de
iangambina até a dose de 1g/Kg, ndo induziu mortes em camundongos no periodo
de 48 horas (TIBIRICA, 2001).

Em estudos anteriores realizados em nosso laboratério, demonstramos que

iangambina foi capaz de relaxar aorta toracica isolada de rato, através de dois
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mecanismos distintos, um dependente de endotélio envolvendo a ativacdo de
receptores muscarinicos M3 e uma via independente de endotélio que parece
envolver o bloqueio de canais para Ca®* (ALENCAR, 2001).

O sistema cardiovascular é o principal responsavel pela regulagdo e
manutencado da pressao arterial, uma das fungdes fisiolégicas mais complexas do
sistema biologico; necessitando da agao integrada de outros sistemas como o renal,
neural e endécrino. (CAMPAGNOLE SANTOS; HAIBARA, 2001).

A presséo arterial (PA) que € o resultado do débito cardiaco multiplicado
pela resisténcia vascular periférica total (RVPT) pode ser influenciada pela agao de
drogas sobre um ou ambos os parametros (OASTES et al., 1996 apud HARDMAN et
al., 1996). A RVPT é influenciada por modificacbes tensionais no musculo liso
vascular e esta diretamente envolvida no controle da presséo arterial.

O tbébnus vascular das pequenas artérias e arteriolas, estado de
contratiidade das células musculares lisas vasculares (CMLV), € o maior
determinante da resisténcia ao fluxo sanguineo na circulagdo (JACKSON, 2000) e
consequentemente da pressdo sanguinea sistémica (CRIBBS, 2006). Assim, o
tbnus vascular tem um importante papel na regulagdo da pressao arterial e
distribuicdo do fluxo sangliineo entre os tecidos e 6rgaos do corpo (JACKSON,
2000).

A regulagdo do tdnus vascular € dependente de uma interagdo entre
estimulos vasodilatadores e vasoconstritores gerados por sinais variados, tais como:
hormoénios circulantes, neurotransmissores, fatores derivados do endotélio, sinais
elétricos e/ou mecéanicos, como a propria pressdo sanguinea (JACKSON, 2000;
CRIBBS, 2006). Todos estes sinais s&o integrados no miocito vascular para
determinar a atividade contratil do musculo, estabelecendo assim o didmetro e a
resisténcia dos vasos sanguineos (JACKSON, 2000). Os canais ibnicos,
principalmente os canais para Ca** dependentes de voltagem (Ca,), desempenham
um papel central neste processo.

Os canais ibnicos sao importantes reguladores da contratilidade do musculo
liso, pois funcionam como moduladores do potencial de membrana plasmatica e das
concentragdes de Ca®* no meio intracelular ([Ca?'];). (KEVIN; NELSON, 2005).

Os canais Ca, sdo considerados a principal via de entrada de Ca®* do meio
extracelular para as CMLV (CRIBBS, 2006). Eles consistem em um grande

complexo multimérico composto por uma subunidade o1 formadora do poro e outras
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subunidades menores (B, 26 e y). A subunidade a1 apresenta quatro dominios (I-
IV) homdlogos, contendo cada um seis segmentos em a-helice transmembranares
(S1 a S6). Cada dominio contém um sensor de voltagem localizado no segmento S4
que contém residuos de aminoacidos carregados positivamente. Alcas que entram
para regido transmembrana entre o segmento S5 e S6, contém quatro residuos de
aminoacidos Glu-Glu-Glu-Glu (EEEE), formando o apertado filtro de seletividade
ibnica, na parte extracelular do poro (YU; CATTERALL, 2004; SONKUSARE et al.,
2006).

Sao dez genes humanos que codificam a subunidade a1 do Ca,
(subunidade formadora do poro) que se agrupam em trés subfamilias distintas, sao
elas: canais Ca, 1 (Cav 1.1 — 1.4), que conduzem correntes tipo-L; canais Ca, 2 (2.1
— 2.3), que conduzem correntes tipo-N, P/Q e R; Canais Ca, 3 (Cav 3.1-3.3), que
conduzem corrente tipo-T (LIPSCOMBE et al.,, 2004; YU; CATTERALL, 2004;
CRIBBS, 2006).

As células musculares lisas vasculares expressam dois tipos de canais Ca,,
os Ca, 1 (tipo-L) e os Ca, 3 (tipo-T). Os canais para Ca*" tipo-L sdo caracterizados
por gerar correntes de Ca®" ativadas por altos valores de voltagens, além de
apresentarem sensibilidade as diidropiridinas. Quando as CMLV despolarizam,
ocorrem abertura dos canais para Ca®' tipo-L levando ao aumento de Ca®'
intracelular, contracdo celular e vasoconstricido (CRIBBS, 2006). Entretanto, a
hiperpolarizagdo induz fechamento destes canais levando a vasodilatacao
(JACKSON, 2000).

No entanto, os canais para Ca** tipo-T sdo ativados em baixos valores de
voltagem, sdo caracterizados pela sua rapida ativagdo, correntes transientes de
inativagdo rapida e relativa insensibilidade a agentes que bloqueiam os canais para
Ca?* tipo-L (PEREZ-REYES, 2003). Apesar de existirem dados na literatura
reportando a presenca destes canais nos miocitos vasculares, sdo os canais tipo-L
que parecem ser dominantes na maioria dos leitos vasculares (JACKSON, 2000).

Nelson e colaboradores (1990) relataram que a composigdo das
subunidades formadoras dos canais Ca, vasculares € um determinante do ténus
vascular e dos niveis de pressdao sanguinea. Além disso, estes canais inativam
lentamente durante despolarizaces sustentadas, de maneira que o influxo de Ca**

através de uma fragao de canais Ca, € suficiente para mediar a contracdo induzida
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por pressao em pequenas artérias, contribuindo desta maneira para auto-regulagao
dinamica de varios leitos vasculares (NELSON et al., 1990, SONKUSARE et al.,
2006).

Entdo, o sustentado influxo de Ca®*, por canais Ca,, induz um nivel tdnico
de vasoconstricdo e também cria um modelo excitatério que auxilia na agao de
substancias vasoativas enddgenas para melhor modular o didmetro arterial
(SONKUSARE et al., 2006).

Devido a estas importantes fungdes dos canais Ca, no controle do ténus
vascular, anormalidades nestes canais sdo consideradas como parte da extensiva
adaptacao biolégica e morfolégica que caracteriza a hipertensao. Inicialmente,
durante aumentos agudos na pressdo sanguinea, pequenas artérias e arteriolas
mostram uma imediata despolarizacao dependente de estiramento e contragao,
comumente referida como resposta miogénica. Esta resposta depende da abertura
dos canais Ca, tipo-L nas células musculares lisas vasculares para induzir contragao
(NELSON et al. 1990 apud SONKUSARE et al., 2006). A resposta miogénica, nas
pequenas artérias e arteriolas, pode amplificar o aumento inicial na presséao
sanguinea, devido ao maior aumento da RVPT, podendo levar a hipertenséo
(SONKUSARE et al., 2006).

Existem dois mecanismos que parecem estar envolvidos no elevado nivel
de influxo de Ca?*, pelos canais para Ca®* dependentes de voltagem, e indugéo da
hipertensdo. Primeiro, uma diminuicdo na condutdncia ao K levando a
despolarizagdo e abertura dos canais Ca, tipo-L (STEKIEL et al., 1993). Segundo,
um aumento do numero de subunidades ac, ou seja, de canais Ca, tipo-L na CMLV
(PESIC et al., 2004). Além disso, Ohya e colaboradores (1993) relataram que em
CMLYV renal, mesentérica e cerebral de ratos espontaneamente hipertensos (SHR),
apresentaram um aumento no numero de canais para Ca®* tipo-L. Com isso,
observa-se a importancia dos canais Ca, tipo-L no controle do ténus vascular e seu
envolvimento na patogénese da hipertensao.

As doengas cardiovasculares (DCV) constituem um grave problema de
saude publica, pois correspondem a cerca de 30% de todas as mortes ocorridas no
mundo, com cerca de 80% destas ocorrendo em paises em desenvolvimento
(GAZIANO et al., 2006). No Brasil, as DCV representam a primeira causa de morte,
sendo que um tergo dos 6bitos por DCV, ocorrem precocemente em adultos na faixa

etaria de 35 a 64 anos. Nesta faixa etaria, as principais causas de 6bito por doencas
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do aparelho circulatorio sdo as doengas isquémicas do coragdo, as doencgas
cerebrovasculares e as doengas hipertensivas (ISHITANI et al., 2006).

Segundo Chobanian e colaboradores (2003) os valores de presséo
sanguinea, em individuos adultos, séo classificados como normais, pré-hipertensao,

hipertensao estagio 1 e hipertensao estagio-2 (quadro 2).

Classificagao das Pressées Pressao Sanguinea Pressao Sanguinea
Sanguineas Sistoélica Diastodlica

Normal <120 e <80

Pré-Hipertenséo 120- 139 ou 80 - 89

Hipertensao estagio 1 140 - 159 ou 90 - 99

Hipertensao estagio 2 > 160 ou > 100

Quadro 2: Classificacdo da pressao arterial para adultos

O estado hipertensivo esta associado com varias anomalias estruturais no
sistema cardiovascular (FOLKOW, 1982). Estas incluem aumento da parede em
relacdo a luz das artérias (SAFAR et al., 1981), aumento na resisténcia periférica,
diminuicdo da complacéncia venosa (TAKESHITA; MARK, 1979), aumento da
quantidade da massa cardiaca e muscular lisa (FOLKOW, 1982), além de anomalias
intrinsecas na fungéo renal (COLEMAM et al., 1975).

As alteracdes observadas na hipertensdo decorrem, em parte, do aumento
na contractilidade da camada muscular lisa que forma a parede da artéria e algumas
substancias quimicas do proprio organismo € que promovem a contragdo das
artérias. Em situagdes de desequilibrio dessas substancias, ou da alteragdo dessa
camada muscular ocorre o aumento da pressdao do sangue dentro dos vasos
(KAPLAN, 2001).

Atualmente existem diversas substancias amplamente utilizadas no
tratamento da hipertensdo, as quais incluem varios grupos de drogas tais como: os
inibidores da enzima conversora da angiotensina (LUND-JOHANSEN; OMVIK, 1993;
TOMHS, 1991; SCHIFFRIN et al., 1994), bloqueadores dos receptores f3-
adrenérgicos (AALKJAER et al., 1987; SCHIFFRIN et al., 1994, KUROEDOQV et al.,
2004), diuréticos (AALKJAER et al., 1987; FREIS, 1983; WELSH; FERRO et al.,
2004), antagonistas dos receptores da angiotensina Il (AZIZI, 2004), antagonistas
dos receptores a1-adrenérgicos (BRUNNER et al., 1993; KARLBERG, 1993; INSEL,
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7

1996) e os bloqueadores dos canais para Ca** (TOMHS, 1991; MROCZEK et al.,
1991).

Os bloqueadores de canais para Ca?* estdo dentre as drogas
cardiovasculares mais frequentemente prescritas. Como o Ca®" desempenha um
papel central em muitos processos fisiolégicos, € comumente relatada que os
bloqueadores de canais para Ca?* possuem muitas propriedades clinicas
importantes para tratamento de uma vasta variedade de desordens clinicas, tais
como: varias arrtimias cardiacas, sidromes isquémicas miocardicas, anginas,
cardiomiopatias hipertréficas e hipertensao arterial (DEEDWANIA, 1982).

Portanto, baseados na grande importancia dos canais Ca, no controle das
funcdes cardiovasculares, bem como as vastas acdes dos bloqueadores de canais
para Ca®*, se torna de extrema importancia a avaliagdo de novas substancias que
possam apresentar esse perfil farmacolégico. E considerando que a literatura
disponivel ndo aborda trabalhos efetivamente direcionados para as atividades
hipotensoras e vasorelaxantes desta lignana de forma mais detalhada, este trabalho
buscou avaliar tais propriedades cardiovasculares através de uma abordagem in

vivo e in vitro.
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2 OBJETIVOS

21 GERAL

Avaliar os efeitos cardiovasculares induzidos pela iangambina em ratos
normotensos através de uma abordagem in vivo e in vitro, procurando elucidar os

possiveis mecanismos implicados nestes efeitos.

2.2 ESPECIFICOS

2.2.1 Estudos in vivo

- Estudar os efeitos de iangambina, sobre a Pressao Arterial (PA) e

Frequéncia Cardiaca (FC) em ratos normotensos e ndo anestesiados.

2.2.2 Estudos in vitro

- Caracterizar o efeito de iangambina em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato;

- Avaliar a participacdo dos canais para K* e Ca®* neste efeito;

- Estudar os efeitos de iangambina sobre o cronotropismo e inotropismo
cardiaco em atrio isolado de rato;

- Estudar as alteracdes na [Ca?*]; induzidas por iangambina.
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3 MATERIAL

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados para todos os experimentos ratos Wistar machos (Rattus
novergicus) (Figura 2), pesando entre 260-300 gramas, os quais foram provenientes
do Biotério Prof. Thomas George do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica Prof.
Delby Fernandes Medeiros da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e do
Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de
Sao Paulo (USP). Estes animais foram mantidos sob condigbes controladas de
temperatura (21 + 1° C) e submetidos a um ciclo claro-escuro de 12 horas (6 - 18

horas), tendo livre acesso a alimentacao e agua.

Figura 2: Rato Wistar (Rattus novergicus)

3.2 DROGAS

Durante a realizagdo dos experimentos, foram utilizadas as seguintes
drogas: tiopental sédico (Cristalia), sal sédico de heparina (Roche), S(-)-Bay K 8644
(RBI/Sigma), nifedipina (Sigma), nitroprussiato de sédio (Sigma), cloridrato de L (-)

fenilefrina (Sigma), cloritrato de acetilcolina (Sigma), cafeina (Sigma), EGTA
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(Sigma), Fura-2/AM (Sigma), poli-L-lisina (Sigma), albumina sérica bovina (Sigma),
Azul de Tripan (Sigma).

Para a preparagao das solugdes estoques, a nifedipina e o S(-)-Bay K 8644
foram dissolvidas em etanol absoluto e diluidos em agua destilada, de modo a
serem obtidas as concentracbes desejadas para cada protocolo experimental. O
fura-2/AM foi dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO). As demais drogas foram

dissolvidas em agua destilada.

3.3 ISOLAMENTO DA IANGAMBINA

langambina, o objeto do nosso estudo, foi obtida das folhas e das cascas do
caule da Ocotea duckei Vattimo (Lauraceae) de acordo com o procedimento
previamente descrito por DE QUEIROZ — PAULO et al.,, 1991. A Ocotea duckei
Vattimo foi coletada em Santa Rita — PB e identificada pela Prof®. Dr. Maria de
Fatima Agra do LTF/UFPB. Uma exsicata do material boténico foi depositada no
herbario Lauro Pires Xavier sob N° de registro AGRA 4309.

langambina foi isolada e cedida pelo Prof. Dr. José Maria Barbosa Filho do
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica (LTF) da UFPB. Para a realizagdo dos
ensaios farmacolégicos, a iangambina foi solubilizada em cremofor (duas gotas por
mL de solugéo) e diluida em agua destilada (experimentos in vitro) ou em NaCl 0,9%
(experimentos in vivo) de modo a serem obtidas as concentragcbes desejadas para
cada protocolo experimental. Nos ensaios bioquimicos, iangambina foi solubilizada

em Tween 80 e diluida em agua destilada.

3.4 SOLUGOES FISIOLOGICAS

Para a preparacao das solugdes fisioldgicas foram utilizados as seguintes
substancias: cloreto de sodio (NaCl) (MERCK), cloreto de potassio (KCI) (MERCK),
cloreto de calcio di-hidratado (CaCl,.2H,0) (MERCK), sulfato de magnésio hepta-
hidratado (MgS0,4.7H,O) (MERCK), cloreto de magnésio hexa-hidratado
(MgCl,.6H,0) (MERCK), glicose (CeH120s) (MERCK), Dbicarbonato de sddio
(NaHCOs3) (VETEC), fosfato de sédio mono-hidratado (NaH,PO4.H,O) (VETEC) e
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fosfato de potassio (KH,PO4) (VETEC), HEPES (Sigma), EGTA (Sigma), colagenase
tipo 1I-S (Sigma).

As Tabelas a seguir mostram as composi¢gdes das solugdes fisiologicas
utilizadas:

A) Solugoes fisiolégicas para anéis de artéria mesentérica superior

isolada de rato

Tabela 1: Composi¢ao da solugao de Tyrode (pH=7,4)

Substancia Concentragao (mM)
NaCl 158,3
KCI 4,0
CaCl,.2H,0 2,0
MgCl,.6H,0 1,05
NaHCO; 10,0
NaH,PO,4.H,O 0,42
Glicose 5,6

Fonte: Tanaka et al., (1999).

Tabela 2: Composi¢ao da solugédo de Tyrode nominalmente sem calcio (pH=7,4)

Substancia Concentragdao (mM)
NaCl 158,3
KCI 4,0
MgCl,.6H,0 1,05
NaHCO; 10,0
NaH,PO,4.H,O 0,42
Glicose 5,6

Fonte: Adaptado deTanaka et al., (1999).

Tabela 3: Composicao da solugao de Tyrode livre de calcio (pH=7,4)

Substéncia Concentragao (mM)
NaCl 158,3
KCI 4,0
MgCl,.6H,0 1,05
NaHCO; 10,0
NaH,PO,4.H,O 0,42
Glicose 5,6
EGTA 1,0

Fonte: Adaptado deTanaka et al., (1999).
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Tabela 4: Composi¢ao da solucao despolarizante com cloreto de potassio a 20 mM

(pH=7,4)
Substancia Concentragao (mM)
NaCl 142,3
KCI 20,0
CaCl,.2H,0 2,0
MgCl,.6H,0 1,05
NaHCO; 10,0
NaH,PO,.H,O 0,42
Glicose 5,6

Fonte: Adaptado deTanaka et al., (1999).

Tabela 5: Composicao da solugéo despolarizante de Tyrode com cloreto de potassio a 80

mM (pH=7,4)

Substancia Concentragao (mM)

NaCl 82,3

KCI 80,0

CaCl,.2H,0 2,0

MgCl,.6H,0 1,05

NaHCO; 10,0

NaH,PO,.H,O 0,42

Glicose 5,6

Fonte: Adaptado deTanaka et al., (1999).

Tabela 6: Composicao da solugdo despolarizante de Tyrode com cloreto de potassio a 65,4

mM (pH=7,4)

Substéncia Concentragao (mM)

NaCl 96,9

KCI 65,4

CaCl,.2H,0 2,0

MgCl,.6H,0 1,05

NaHCO; 10,0

NaH,PO,4.H,O 0,42

Glicose 5,6

Fonte: Adaptado deTanaka et al., (1999).
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Tabela 7: Composicéo da solugdo despolarizante de Tyrode com cloreto de potassio a 65,4

mM nominalmente sem calcio (pH=7,4)

Substancia Concentragao (mM)
NaCl 96,9
KCI 65,4
MgCl,.6H,0 1,05
NaHCO; 10,0
NaH,PO,.H,O 0,42
Glicose 5,6

Fonte: Adaptado deTanaka et al., (1999).

B) Solugoées fisioldgicas para atrio isolado de rato

Tabela 8: Composicao da solucéo de Krebs (pH=7,4)

Substancia Concentragao (mM)
NaCl 118,4
KCI 4,7
CaCl,.2H,0 2,5
MgCl,.6H,0 1,2
NaHCO; 25,0
NaH,PO,.H,O 11,0
Glicose 10,0

Fonte: Nasa et al. (1992).

C) Solugoées fisiolégicas para miocitos isolados de artéria mesentérica

superior isolada de rato

Tabela 9: Composicao da solugdo Hanks (pH=7,4)

Substéncia Concentragao (mM)
NaCl 145,0
KCI 5,0
CaCl,.2H,0 1,6
MgCl,.6H,0 1,0
NaH,PO,4.H,O 0,5
Glicose 10,0
HEPES 10,0
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Tabela 10: Composicao da solugdo Hanks sem calcio e magnésio (pH=7,4)

Substéncia Concentragao (mM)
NaCl 145,0
KCI 5,0
NaH,PO,4.H,O 0,5
Glicose 10,0
HEPES 10,0

Tabela 11: Composi¢ao da solugao de dissociacao (pH=7,4)

Substancia Concentragao (mM)
NaCl 145,0
KCI 50
CaCl,.2H,0 1,6
MgCl,.6H,0 1,0
NaH,PO,4.H,O 0,5
Glicose 10,0
HEPES 10,0
Cologenase tipo II-S 0,03*

* mg/mL

3.5 MEIO DE CULTURA CELULAR

Para cultura dos midcitos de artéria mesentérica de rato foi utilizado meio de
cultura DMEM (Meio Eagle modificado por Dulbecco) suplementado com 10% de

soro fetal bovino, glutamina 2 mM, 1% de penicilina 10.000 U e estreptomicina
10.000 pg.
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4 METODOS

Foram utilizadas duas formas diferentes de abordagens: uma com ensaios
farmacolégicos in vivo, utilizando animais integros, e outra com ensaios
farmacolégicos in vitro, utilizando 6rgaos isolados e cultura primaria de célula
muscular de artéria mesentérica superior de rato. Todos os animais foram
sacrificados, seguindo as normas de cuidados com animais, aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa Animal do LTF/UFPB, parecer n° 0201/07.

4.1 ESTUDOS in vivo

4.1.1 Medida direta da Pressao Arterial (PA) e Frequéncia Cardiaca (FC) em

ratos normotensos nao anestesiados

Os animais foram anestesiados com tiopental soédico (45 mg/kg, i.p.), e
cateteres de polietileno (PE), segmentos de PE-10 (didmetro interno e externo de
0,28 e 0,61 mm, respectivamente), soldado a um segmento de PE-50 (didametro
interno e externo de 0,58 e 0,96 mm, respectivamente), foram implantados na aorta
abdominal e na veia cava inferior, via artéria e veia femoral esquerdas,
respectivamente. Apos a insercdo e fixacdo, os cateteres foram tunelizados
subcutaneamente e exteriorizados através de uma incisdo na regido cervical
posterior do animal (scapulae).

A PA e FC foram medidas 24 h apds o procedimento cirurgico pela conexao
do cateter arterial a um transdutor de pressao pré-calibrado (Statham P23 ID; Gould,
Cleveland, OH, EUA) acoplado a um amplificador (Modelo TBM-4M, WPI, Sarasota,
FL, EUA), conectado a um micro-computador equipado com placa conversora
analogico-digital (ClIO-DAS16/JR, Computer Boards, Inc., Mansfield, MA, EUA)
contendo o programa CVMS (WPI, Sarasota, FL, EUA) (Figura 3). A frequéncia
escolhida para amostragem dos dados foi de 500 Hz. Para cada ciclo cardiaco, o
computador calculou a pressao arterial sistdlica (PAS), diastdlica (PAD) e média
(PAM), e o intervalo de pulso, referido como FC. O cateter venoso foi implantado

para a administragdo das drogas.
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Figura 3: Aparato utilizado para aquisi¢do de dados de pressao arterial e
frequéncia cardiaca em ratos n&do anestesiados

4.1.2 Protocolo experimental utilizado nos estudos in vivo

4.1.2.1 Avaliagao do efeito da iangambina sobre PAM e FC em ratos

normotensos nao anestesiados

Para obtencao de uma curva dose-resposta, os animais foram mantidos em
aclimatagdo por um periodo de no minimo 30 minutos, para estabilizacdo dos
parametros cardiovasculares, e em seguida administrou-se nitroprussiato de sédio
(NPS) (10 pgl/kg, i.v.) para verificar a eficacia da implantagdo do cateter venoso.
Apos 15 min., doses diferentes de iangambina (1; 5; 10; 20 e 30 mg.Kg™, i.v.) foram
administradas randomicamente (Quadro 3) com intervalos de tempo suficiente para
que os parametros cardiovasculares retornassem aos seus valores da linha de base.
Os valores de PAM e FC foram computados antes (valores da linha de base) e apés
a administracdo de iangambina, e suas variagdes foram expressas em valores

absolutos.
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iangambina
NPS (1; 5; 10; 20 e 30 mg/Kg, randomicamente)
(10 ug/Kg)
A

Quadro 3: Representagao esquematica do protocolo experimental para avaliagéo do efeito
da iangambina (1; 5; 10; 20 e 30 mg/Kg, randomicamente, i.v.) sobre a PAM e FC
em ratos normotensos e ndo anestesiados

4.2 ESTUDOS in vitro

4.2.1 Ensaios farmacoldgicos utilizando anéis de artéria mesentérica superior

isolada de rato

Os ratos foram sacrificados por concusséo cerebral seguida por sec¢ao dos
vasos cervicais. Através de uma laparotomia, retirou-se a artéria mesentérica
superior. Anéis do primeiro segmento da artéria (1 - 2 mm) foram obtidos livres de
tecido conectivo e adiposo. Os anéis foram mantidos em cubas contendo 10 mL de
solugédo de Tyrode (Tabela 1), a 37° C e gaseificada com uma mistura de 95 % de
O2 e 5 % de CO; (carbogénio). Os anéis foram suspensos por linhas de algodao
fixadas a um transdutor de forca (FORT 10, WPI, Sarasota, EUA), o qual estava
acoplado a um sistema de aquisicdo (Miobath-4, WPI, Sarasota, EUA) para o
registro das tensdes isométricas (Figura 4). Cada anel foi submetido a uma tensao
constante de 0,75 g por um periodo de estabilizacdo de 60 minutos. Durante este
tempo, o meio nutritivo foi trocado a cada 15 minutos para prevenir a producao de
metabdlitos indesejaveis (ALTURA; ALTURA, 1970).

A presenca de endotélio funcional foi verificada pelo relaxamento dos anéis
apos adicdo de 10 uM de acetilcolina (ACh). Foram considerados com endotélio
funcional (E"), os anéis com relaxamento superior a 90% sobre a pré-contragédo com
10uM de fenilefrina (FEN). Ja os anéis com relaxamentos inferiores a 10 %, foram
considerados sem endotélio funcional (E’). Os anéis sem endotélio funcional foram
obtidos através do atrito entre as paredes internas do vaso com uma haste de metal.

Anéis com relaxamentos entre 10% e 90 % foram descartados.
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Figura 4: Aparato utilizado para os experimentos com anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato

4.2.2 Protocolo experimental utilizando anéis de artéria mesentérica superior

de rato

4.2.21 Avaliagao do efeito da iangambina em anéis de artéria mesentérica

superior isolada de rato pré-contraidos com FEN (1 nM - 10 uM)

Apoés um periodo de 60 minutos de estabilizacdo das preparagdes,
concentragdes crescentes de iangambina (107 - 107 M), foram adicionadas
cumulativamente aos anéis pré-contraidos com FEN (1 nM - 10 uM) (Figura 5). O
efeito vasorelaxante de iangambina foi avaliado em anéis com o endotélio funcional
intacto e anéis com o endotélio funcionalmente removido, em ambas as preparacdes
a concentragao de FEN (1 nM - 10 uM) foi ajustada para obtengao de contragdes de
magnitude semelhante (AU et al., 2004). A percentagem de relaxamento induzida
por iangambina foi calculada pela comparagao da resposta antes e apds a adigéo da

lignana, considerando-se que a tensdo desenvolvida por FEN (1 nM - 10 uM)
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equivale a 0 % de relaxamento e que a tensao de repouso é igual a 100 % de
relaxamento. Os valores pD, foram obtidos como descrito posteriormente no item
4.3. A partir da observagao inicial que a integridade do endotélio ndo interfere no
vasorelaxamento induzido por iangambina, os experimentos subsequentes foram

realizados em preparagdes sem endotélio funcional.

Iangambgna
ACh (10 uM) (10 -10" M)
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Figura 5: Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do efeito
de.concentragdes crescentes da iangambina (107 - 10° M) em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato, pré-contraidos com FEN (1 nM - 10 uM).
(A) Anéis com endotélio funcionalmente intacto. (B) Anéis sem o endotélio
funcionalmente removido
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4.2.2.2 Avaliagio da participacdo de canais para K* na resposta vasorelaxante
induzida por iangambina em anéis de artéria mesentérica isolada de

rato

Ap0ds a verificagdo da auséncia do endotélio funcional como descrito no item
4.2.1, a solugcado de Tyrode (Tabela 1) das cubas foi trocada pela solugao
despolarizante de Tyrode com KCI 20 mM (KCI 20) (Tabela 4) e as preparagdes
permaneceram nesta solucio até o final do experimento. Este procedimento impede
parcialmente o efluxo de K* e atenua relaxamentos mediados por abertura de canais
para K* (CLARK; FUCHS, 1997; CAMPBELL; HARDER, 1999). Decorridos 30
minutos da incubagao da solugdo de KCI 20 mM, foi induzida uma nova contragao
ténica com FEN (1 nM - 10 uM) e, em seguida, uma curva concentragdo-resposta
para iangambina foi obtida. O valore pD, foi obtido como descrito posteriormente no
item 4.3 (Figura 6).

iangambina
7 -3
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Figura 6: Representagdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo da
participagdo de canais para K' na resposta vasorelaxante induzida por
iangambina em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato sem
endotélio funcional
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4.2.2.3 Avaliacao do efeito da iangambina em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato, pré-contraidos com solugao despolarizante
(KCI1 80mM)

Apos a verificagao da auséncia do endotélio funcional como descrito no item
4.2.1, concentracdes crescentes iangambina (107 - 10° M) foram adicionadas
cumulativamente aos anéis pré-contraidos com KCI (80 mM) (Tabela 5). A
percentagem de relaxamento induzida por iangambina foi calculada pela
comparacgao da resposta antes e apds a adi¢ao da lignana e considerando-se que a
tensédo desenvolvida por KCI 80 mM equivale a 0 % de relaxamento e que a tensao
de repouso € igual a 100 % de relaxamento. O valor de pD; foi obtido como descrito
posteriormente no item 4.3 (Figura 7).

iangambina
(10 7-103 ™)

ACh (10 pM)

l Lavagem l

Anéis sem endotélio
vascular

(E)
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KCI 80 mM

FEN (10 pM) Tempo (s)

Figura 7: Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do efeito
de concentracdes crescentes da iangambina (107 - 10° M) em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato sem endotélio funcional, pré-contraidos com
solucdo despolarizante (KCI 80 mM)

4.2.2.4 Avaliagdo do efeito da nifedipina em anéis de artéria mesentérica

superior isolada de rato, pré-contraidos com FEN e/ou KCI 80 mM

A avaliacdo do efeito da nifedipina, uma diidropiridina que bloqueia os Ca,
tipo-L (FERRARI et al., 1994), frente as contra¢des induzidas por FEN (1 nM - 10
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uM) e/ou solugdo despolarizante de KCI 80 mM foi avaliado em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato sem endotélio funcional.

Apos a verificagdo da auséncia do endotélio funcional como descrito no item
4.3.1, concentragdes crescentes nifedipina (10"* - 10° M) foram adicionadas
cumulativamente aos anéis pré-contraidos com FEN (1 nM - 10 uM) e/ou KCI (80
mM) (Tabela 5). A percentagem de relaxamento induzida pela nifedipina foi
calculada pela comparacdo da resposta antes e apds a adigao da diidropiridina e
considerando-se que a tensédo desenvolvida por FEN (1 nM - 10 uM) e/ou KCI (80
mM) equivale a 0 % de relaxamento e que a tensdo de repouso € igual a 100 % de
relaxamento. Os valores de pD, foram obtidos como descrito posteriormente no item
4.3 (Figura 8).
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Figura 8: Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliacdo do efeito de
concentragbes crescentes da nifedipina (10"14 - 10° M) frente as contragbes induzidas
por FEN (1 nM - 10uM) (A) e/ou KCI 80 mM (B), em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato sem endotélio funcional
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4.2.2.5 Avaliacao do efeito da iangambina sobre as contracdes induzidas por

CaCl; em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato

O efeito de iangambina (30 puM, 100 uM, 300 uM e 1mM) sobre as
contragdes induzidas por CaCl, foi avaliado em anéis desprovidos do endotélio
funcional.

As preparagdes foram expostas a uma solugdo despolarizante de KCI 65,4
mM (Tabela 6) (CUNHA, 2004). Logo apds, as preparagdes foram lavadas com
solugdo de Tyrode nominalmente sem Ca®* (Tabela 2) e mantidas nesse meio por 15
minutos. Apds esse periodo, o meio foi permutado por uma solugao despolarizante
de KCI 65,4 mM, nominalmente sem Ca®" (Tabela 7). A auséncia de Ca** foi inferida
pela falha da solugao despolarizante em produzir vasoconstricao. Posteriormente, foi
obtida uma curva concentragao-resposta ao CaCl, (10° — 3 x 10 M) (curva controle).

O processo foi novamente repetido, sendo concentragcdes isoladas de
iangambina (30 uM, 100 uM, 300 uM e 1mM) incubada as preparagdes juntamente
com a solucgéo despolarizante de KCI 65,4 mM, nominalmente sem Ca®* e uma nova
curva concentragdo resposta ao CaCl, (10° — 3 x 102 M) foi obtida. O efeito de
iangambina sobre as contrag¢des induzidas por CaCl, foi avaliado comparando-se as

curvas de CaCl, na auséncia (controle) e na presenca da lignana (Figura 9).
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Figura 9: Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagcdo do efeito da
iangambina sobre as contra¢des induzidas por concentragdes cumulativas de CaCl, (10'6
-3x10? M) em meio despolarizante (KCI 65,4 mM) nominalmente sem ca®
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4.2.2.6 Avaliacao do efeito da iangambina em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato, sem o endotélio funcional, pré-contraidos
com S(-)-Bay K 8644

Para avaliar o efeito de iangambina sobre o influxo de Ca®" através dos
canais para Ca®" sensiveis a diidropiridinas, em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato sem o endotélio funcional foi utilizado o S(-)-Bay K 8644, um
ativador dos canais para Ca** sensiveis a diidropiridinas (ADACHI-AKAHANES et
al., 1999). Devido uma despolarizagdo parcial ser necessaria para obtencdo da
resposta ao S(-)-Bay K 8644, a resposta contractil a esse agonista foram obtidas em
meio contendo KCI 20 mM (SCHRAMM et al., 1983; DAVIE et al., 1998).

Apos a verificacdo da auséncia de endotélio, as preparagcbes foram
expostas a uma solugcdo despolarizante de KClI 20 mM durante 30 minutos.
Posteriormente, foi adicionado o S(-)-Bay K 8644 (200 nM) e concentracdes
crescentes de iangambina (107 - 10 M) foram adicionadas & cuba de maneira

cumulativa na fase ténica da contragao (Figura 10).

iangambina
(10-7-10-3 M)

ACh (10 pM)

Lavagem L
Anéis sem endotélio
vascular

(E)

?

(6) oesua]

T

FEN (10 pM) KCI 20 mM Bay K 8644
(30 min.) (200 nM)

Tempo (s)

Figura 10: Representacao esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do efeito
de concentracdes crescentes da iangambina (107 - 10® M) em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato, sem o endotélio funcional, pré-contraidos
com S(-)-Bay K 8644 (200 nM)
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4.2.2.7 Avaliagao do efeito da iangambina sobre as contragdes transientes
induzidas por FEN e/ou cafeina em artéria mesentérica superior isolada

de rato

O efeito de iangambina (30 uM, 100 uM, 300 uM e 1mM) sobre as
contracdes transientes promovidas pelo Ca?* liberado dos estoques intracelulares
sensiveis a IP3; , um segundo mensageiro mobilizante de calcio via IPsR (ZHANG;LI,
2006) e/ou cafeina, uma metilxantina que aumenta a sensibilidade dos RyR ao Ca?*
(LINO, 1989), foram avaliados em anéis desprovidos do endotélio funcional.

As preparacdes foram expostas & solugdo despolarizante de K™ 65,4 mM
(Tabela 6) durante 3 minutos. O tecido foi entdo lavado com solug&o de Tyrode livre
de Ca?* (Tabela 3), decorridos 3 minutos, a resposta contratil & FEN (10 uM) e/ou a
cafeina (20 mM) foi determinada na auséncia de iangambina. Os anéis foram
lavados e mantidos em solugao nutritiva de Tyrode com niveis fisiolégicos de Ca?* (2
mM) (Tabela 1) durante quinze minutos, para retorno as condigbes basais e
reestocagem dos estoques intracelulares de Ca?*. O processo descrito foi repetido
até a obtencdo de duas contragdes transientes de magnitude similar. Em seguida,
iangambina em concentragdes isoladas foi incubada juntamente com solugdo de
Tyrode livre de Ca®*, durante 3 minutos e finalmente, a resposta contratil & FEN (10
uM) ou a cafeina (20 mM), na presenga de iangambina, foi obtida. O efeito de
iangambina foi calculado comparando-se a média das amplitudes das contragdes na

auséncia (controle) e na presenca de iangambina (Figura 11).

Tyrode livre de Ca** Tyrode livre de Ca** Tyrode livre de Ca**
ACh (10 pM) (3 min.) (3 min.) (3 min.)
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ou ou ou 2
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(20 mM) (20 mM) (20 mM) s
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Figura 11: Representagdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do efeito de
concentragdes isoladas da iangambina sobre as contragdes transientes induzidas FEN
(10 uM) e/ou cafeina (20 mM) em solugéo de Tyrode livre de ca®
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4.2.3 Ensaios farmacolégicos utilizando atrio isolado de rato

Os ratos foram sacrificados e exsanguinados e o coragdo imediatamente
removido. Os atrio direito e esquerdo foram retirados perpendicularmente ao eixo do
coragao, suspensos por fios de algodao e mantidos em cubas de 10 mL contendo
solugcao de Krebs para atrio (Tabela 8), a 37° C e gaseificadas com carbogénio.
Cada atrio foi submetido a uma tensao inicial de 0,5 g por um periodo de
estabilizacdo de 60 minutos. Durante esse tempo a solugéo fisiologica foi trocada a
cada 15 minutos para prevenir o acumulo de metabdlitos.

Como o atrio esquerdo nao apresenta o nodo-sinoatrial, ele foi estimulado
eletricamente através de eletrodos de platina, por pulsos retangulares com uma
frequéncia de 3 Hz, a duragédo de 3 ms e a uma voltagem de 1,5 vezes o seu limiar
de excitagdo. Os efeitos inotropicos e cronotropicos foram registrados através de um
transdutor de forga (7004, Ugo Basile, Italy) acoplado ao fisiégrafo (Gemini, Ugo
Basile, Italy) (Figura 12). A frequéncia de batimentos espontaneos do atrio direito foi

medida e definida como frequéncia atrial para a avaliacao dos efeitos cronotropicos.

Figura 12: Aparato utilizado para aquisi¢do de dados do cronotropismo e
inotropismo cardiaco em atrio isolado de rato.
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4.2.4 Protocolo experimental utilizado atrio isolado de rato

4.2.4.1 Avaliagao do efeito da iangambina em atrio isolado de rato

O efeito de iangambina sobre o inotropismo e cronotropismo cardiaco foram
avaliados em atrio esquerdo e direito isolados de rato, respectivamente.

Apods o periodo de estabilizagdo, concentragbes crescentes de iangambina
(107 - 10° M) foram adicionadas cumulativamente as preparacgdes de atrio isolado
de rato e os efeitos inotropicos e cronotrépicos para cada concentragdo foram

observados durante 10 minutos apos a incubag&o de iangambina.

4.2.5 Ensaios bioquimicos

Estes experimentos foram realizados em colaboracdo com a Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto no Departamento de Fisica e Quimica —
USP.

4.2.6 Preparagao das laminulas

Em fluxo laminar, as laminulas foram higienizadas com alcool 70% e
expostas a luz UV por 20 min. Em seguida foram adicionados 100 uL da solugéo
(1/10) de poli-L-lisina sobre as laminulas, para adesao celular. Apés 10 minutos o
excesso de poli-L-lisina foi aspirado. As laminulas permaneceram em fluxo laminar

até a completa secagem.
4.2.7 lIsolamento dos mioécitos de artéria mesentérica superior de rato
Para obtencdo dos midcitos isolados, seguimentos da artéria mesentérica

superior foram removido como descrito em 4.2.1 e posteriormente reservado em

placas de petri contendo solucdo Hanks sem Ca?* e Mg?* (Tabela 10), para
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disseccao. ApoOs esse procedimento, seguimentos artérias medindo
aproximadamente 1 cm de comprimento, foram obtidos desprovidos de tecido
conjuntivo e adiposo, e cortados longitudinalmente para remog¢ao do endotélio com
o auxilio de um pequeno rodo. Duas lavagens do seguimento arterial com solugéo
de Hanks (Tabela 9) foram realizadas para remocgao de células endoteliais e outros
debris da preparagao.

Os seguimentos artérias foram incubados a 37° C por 20 minutos em
solugdo de dissociacdo (Tabela 11) sob aeragdo com mistura carbogénica. Apos
esse periodo, a dissociacdo das células foram paralisadas com a adicdo de
albumina sérica bovina (10% m/v) e posteriormente, as células foram liberadas
através de agitagdo mecanica, utilizando-se uma pipeta de Pasteur. Em seguida as
células em suspenséao foram centrifugadas por 3 minutos (1000 rpm — velocidade 2).
Uma aliquota do concentrado de células foi destinadas ao teste de viabilidade
celular com Azul de Tripan 0,9% (1:1). Foram utilizadas suspensdes de células com

viabilidade acima de 90%.

4.2.8 Cultura primaria dos miécitos de artéria mesentérica de rato

As células foram ressuspendidas em 600 uL de DMEM (Meio de Eagle
modificado por Dulbecco) estéril, suplementado com soro bovino fetal 10 %,
glutamina 2 mM e solugdo antibidtica (Penicilina G sdédica 10000 U/mL e
Estreptomicina 10 mg na concentracgao final de 1 %). As células foram cultivadas em
laminulas de vidro de 32 cm de diametro, tratadas com poli-L-lisina e
acondicionadas em placas de Petri. No centro de cada laminula foram semeados
200 plL da suspensédo de células e a seguir, mantidas em estufa com atmosfera de
CO25 %, 95 % de O,, a 37 °C, por 12 horas, para sedimentagdo e ades&o das

células.

4.2.9 Carregamento das células com a sonda de fluorescéncia Fura-2/AM

A medida da concentragio intracelular de calcio ([Ca*z]i) foi efetuada com o

indicador fluorescente de Ca*?, Fura-2, na forma acetoximetil éster (Fura-2/AM). Fura-
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2/AM é um derivado do Fura-2, que tem 5 grupos acetoximetil éster ligados aos grupos
COO" da molécula de Fura-2, por ligacdes éster. Esta molécula € bastante hidrofébica
passando facilmente através da membrana plasmatica. Uma vez dentro das células,
esterases citoplasmaticas clivam os grupamentos acetoximetil da molécula de Fura-2,
resultando em um componente que € altamente carregado e que ndo pode cruzar outras
membranas de organelas intracelulares, ficando assim retida no citoplasma ligada com
uma alta e especifica afinidade aos ions Ca*? (GRYNKIEWICZ; POENIE; TSIEN, 1985).

A solugéo estoque de Fura-2/AM 10 mM (dissolvida em dimetilsuféxido) foi
diluida (1 pL) em 25 uL de albumina sérica bovina 25 % em solugéo aquosa e sonicado
por 2 min. A seguir, a solugéo contendo Fura-2/AM foi adicionada a solugao de Hanks
contendo uma concentracdo suficiente de Ca®* 1,6 mM e albumina sérica bovina (Fracdo
V) 0,1 %, em quantidade suficiente para 1 mL, resultando numa concentragéo final de 5
uM, sonicada por mais 3 min. Este procedimento favorece a incorporacdo da sonda
guando em contato com a membrana citoplasmatica.

As células aderidas em laminulas foram entdo incubadas com 1 mL de solugao
de Fura-2/AM (5 uM) em estufa com atmosfera de 5 % CO, e temperatura de 37 °C
durante 40 min., sob prote¢do da luz, para o carregamento das células com a sonda
fluorescente.

Apos o periodo de carregamento, a laminula foi montada em camara aquecida a
37 °C e as células foram imersas com solugéo de Hanks.

A camara contendo as células estava acoplada a um microscopio invertido,
Nikon Diaphot D104B, equipado para epifluorescéncia e focalizadas com objetiva de
fluorescéncia e imerséo a 6leo com aumento de 40 vezes (Nikon Fluor) (Figura 13).
Foram utilizadas células que apresentaram intensidade de fluorescéncia acima de 4 x 10°

contagens.
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Figura 13: Midcitos de artéria mesentérica superior isolada de rato

Figura 14: Aparato utilizado para medida de Ca?* intracelular usando a sonda de
fluorescéncia Fura-2/AM

4.2.10 Protocolos experimentais empregados nos ensaios bioquimicos

4.2.10.1 Avaliagdo do efeito da iangambina sobre o influxo de Ca®* através dos

Ca, em miécitos de artéria mesentérica de rato

Apos o periodo de carregamento dos midcitos com a sonda de fluorescéncia
Fura-2/AM como descrito no item 4.2.9, os miécitos foram incubados com solugao de

Hanks (Tabela 9) e [Ca®']; foi medida antes de qualquer estimulo (valor basal). Em
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seguida as células foram expostas a solucdo de KCI 65,4 mM (Tabela 6) e as
alteragdes na [Ca®'] foram registradas Posteriormente, concentracdes isoladas de
iangambina (0,1 uM, 30 uM e 1 mM) foram incubadas juntamente com solucéo de
Hanks, durante 10 minutos e finalmente, a resposta ao KCI 65,4 mM na presenca
de iangambina foi obtida. O efeito de iangambina sobre o influxo de Ca** através dos
Ca, foi calculado comparando-se as alteragdes na [Ca?']; induzidas por KCI 65,4 mM

na auséncia (controle) e na presenga da lignana (Figura 15).
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Figura 15: Representacao esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do efeito
de concentracdes isoladas da iangambina sobre o influxo de Ca*" através dos
Ca, em miécitos de artéria mesentérica de rato carregados com Fura-2/AM

4.2.10.2 Avaliacdo do efeito da iangambina sobre o influxo de Ca** através

dos canais para Ca®* sensiveis a diidropiridinas

Para avaliar o efeito de iangambina sobre o influxo de Ca®* através dos
canais para Ca®" sensiveis a diidropiridinas, em midcitos de artéria mesentérica de
rato carregados com Fura-2/AM, foi utilizado o S(-)-Bay K 8644, um ativador de
canais para Ca®* sensiveis a diidropiridinas (ADACHI-AKAHANES et al., 1999).

As células foram expostas ao S(-)-Bay K 8644 (100 nM) e as alteragbes na
[Ca®*], foi registrada. Posteriormente, concentracdes isoladas de iangambina (0,1
MM, 30 uM e 1 mM) foram incubadas juntamente com solugao de Hanks, durante 10
minutos e finalmente, a resposta ao S(-)-Bay K 8644 (100 nM) na presenca de
iangambina foi obtida. O possivel efeito de iangambina foi avaliado comparando-se
as alteracdes na [Ca®*] induzidas pelo S(-)-Bay K 8644 na auséncia (controle) e na

presenca da lignana (Figura 16).
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Figura 16: Representagcao esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do efeito
de concentracdes isoladas da iangambina sobre o influxo de Ca®" através dos
canais para Ca®" sensiveis a diidropiridinas em midcitos de artéria mesentérica
de rato carregados com Fura-2/AM

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os valores estdo expressos como média * erro padrdo da média (e.p.m.).
Os testes t de Student (pareado e ndo pareado) e andlise de variancia “one-way”
(ANOVA) seguido de teste de Dunnett, onde os valores de p < 0,05 foram
considerados significantes.

Os valores de pD; (-log ECsp) foram obtidos através de regressao nao-linear
das curvas individuais tragcadas a partir dos valores percentuais das respostas
induzidas por iangambina para cada experimento. Para estudar o efeito
vasorelaxante induzido por iangambina, dois parédmetros farmacologicos foram

analisados: 0 Emsx (resposta maximo induzida pela substancia) e pD..
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5 RESULTADOS

5.1 ESTUDOS in vivo

5.1.1 Efeitos da iangambina sobre a Pressao Arterial Média (PAM) e

Frequéncia Cardiaca (FC) em ratos normotensos nao anestesiados

Os valores basais de PAM e FC dos animais antes da administracdo de
iangambina foram respectivamente de 109 + 3 mmHg e 363 + 10 bpm. A
administracdo de iangambina (1; 5; 10; 20 e 30 mg/kg, i.v.) induziu uma resposta
transiente caracterizada por hipotensdo (A PAM =-39 + 0,2;-7,5 + 0,6;-9,3 +
1,3; -150 £19 e -255 + 1,6 mmHg, respectivamente) associada a uma
taquicardia (AFC =21,8 + 1,7;22,8 + 6,1; 32,0 + 5,2;420 + 48e67,5 + 9,9

bpm, respectivamente) de maneira dependente de dose (n=5) (Figura 17 e 18).
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Registro original representativo ilustrando o efeito de doses crescentes da
iangambina (1; 5; 10; 20 e 30 mg/Kg, i.v.) sobre a PAS, PAM, PAD (A) e FC (B)
em rato normotenso ndo anestesiado. As setas indicam o momento da
administracdo de iangambina
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Figura 18: Efeitos da iangambina sobre a Pressao Arterial Média (PAM, mmHg) (A) e
Frequéncia Cardiaca (FC, bpm) (B) em ratos normotensos ndo anestesiados.
Os valores foram expressos como média + e.p.m. de 5 experimentos
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5.2 ESTUDOS in vitro

5.2.1 Estudos utilizando anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato

5.2.1.1 Efeito da iangambina sobre as contragées induzidas por FEN em anéis
de artéria mesentérica superior isolada de rato na presenga ou

auséncia do endotélio funcional

A administragdo cumulativa de iangambina (107 - 10° M) induziu um
vasorelaxamento dependente de concentragdo em anéis intactos de artéria
mesentérica superior isolada de rato, pré-contraidos com FEN (1 nM - 10 uM)
(Figura 19). A remocgao do endotélio ndo alterou a resposta vasorelaxante induzida
por iangambina, com demonstrado pelos valores de pD, obtidos de artérias com
endotélio intacto (pD, = 4,5 + 0,06, n=9) e artérias em que o endotélio foi removido
(pD2 = 4,4 + 0,04, n=7). Também, a percentagem de relaxamento maximo (Emax)
induzida por iangambina nao foi alterada pela remog¢ao do endotélio, os valores de
Emax foram 78,7 + 29 % e 75,6 + 3,1 % para artérias com ou sem o endotélio
funcional, respectivamente (Figura 20).

O tempo necessario para que fossem obtidas as respostas maximas para
cada concentragdo de iangambina variou entre 8 a 10 min. No final dos
experimentos, a reversao do relaxamento produzido por iangambina foi conseguido
apo6s 20 minutos de sua retirada das cubas através da troca de solugdo de Tyrode e
verificagdo da reposta do tecido a FEN (1 nM - 10 uM). A reversibilidade foi
rotineiramente observada para assegurar que o relaxamento nao foi devido a
alteragdes na contractilidade do tecido (dados ndo mostrados).

A adig¢ao de iangambina nao foi capaz de modificar, de maneira significativa,
o ténus basal, tanto em anéis com endotélio funcional intacto quanto em anéis com

endotélio funcionalmente removido (dados ndo mostrados).
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Figura 19: Curva concentragdo-resposta para iangambina (107 — 10 M) em anéis intactos
de artéria mesentérica superior isolada de rato pré-contraidos com FEN (1 nM -
10 uM) (®). Os valores estdo expressos com média + e.p.m. de 9 experimentos
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Figura 20: Curva concentracdo-resposta para iangambina (107 - 10° M) em anéis
de artéria mesentérica superior isolada de rato com endotélio intacto (@)

e sem endotélio (M), pré-contraidos com FEN (1 nM - 10 uM). Os valores
estdo expressos como média + e.p.m. de 9 e 7 experimentos,
respectivamente



ARAUJO I. G. A. Resullados 66

5.2.1.2 Efeito do KCI 20 mM sobre a resposta relaxante induzida por
iangambina em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato

sem endotélio funcional

Para avaliarmos a participacdo de canais para K™ na resposta vasorelaxante
induzida por iangambina realizamos estudos com anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato, sem endotélio funcional e pré-contraidos com FEN (1 nM -
10 uM), na presenca de solugdo de KCI 20 mM. A curva concentragao-resposta para
iangambina em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato pré-tratados
com KCI 20 mM estéa representada na figura 21. O bloqueio parcial do efluxo de K*
com o aumento da concentracdo K* extracelular ([K']e) para 20 mM néo alterou
significantemente o vasorelaxamento dependente de concentragdo induzido por
iangambina (107 - 10 M) (pD2 = 4,5 + 0,08 € Emax = 77,4 + 5,0 %).

0-
®m FEN (1 nM- 10 uM)
pD, = 4,4 + 0,04
204
° A FEN (1 nM - 10 pM)
S apés KCI 20 mM
£ D, =45+ 0,08
S 404 PH2
©
°
(14
2
604
80-

7 6 5 4 3
Log [iangambina] M

Figura 21: Curva concentragdo-resposta para iangambina (107 =10 M) em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato, sem endotélio funcional. O efeito relaxante
induzido por iangambina foi determinado na presenca de [K']e =4 mM (M) e [K']e
= 20 mM (A). Os valores estdo expressos como média + e.p.m. de 7
experimentos
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5.2.1.3 Efeito da iangambina sobre anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato, sem endotélio funcional, pré-contraidos com KCI 80
mM

langambina (107 - 102 M) induziu vasorelaxamento dependente de
concentracdo em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato pré-
contraidos com solugdo despolarizante (KCIl 80 mM). Interessantemente, a curva
concentragao-resposta para iangambina, em anéis sem endotélio funcional pré-
contraidos com KCI 80 mM foi deslocada para esquerda como indicado pelo
significativo aumento no pD; = 4,8 + 0,05 (p<0,001) porém, sem alterar o valor do
Emax = 79,9 + 3,7 % (n=7) quando comparado aos anéis sem endotélio funcional
pré-contraidos com FEN (1 nM - 10 uM) (pD2 = 4,4 + 0,04 e Emax = 75,6 £ 3,1 %,
n=7) (Figura 22).

0-
® FEN (1 nM - 10 uM)
pD, = 4,4 + 0,04
20
o e KCI80 mM
= *% Jekk
c pD, = 4,8 + 0,05
S
% 40-
3 *+p<0,001 vs FEN (1 nM - 10 uM)
& i **n<0,01 vs FEN (1 nM - 10 uM)
2 *p<0,05 vs FEN (1 nM - 10 uM)
60
*
*
80-
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Figura 22: Curva concentracdo-resposta para iangambina (107 — 10> M) em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato, sem endotélio funcional, pré-contraidos com FEN (1
nM - 10 uM) (H) e/ou com KCI 80 mM (®). Os valores estdo expressos como média + e.p.m.
de 7 experimentos
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5.2.1.4 Efeito da nifedipina em anéis de artéria mesentérica superior isolada

de rato, pré-contraidos com FEN e/ou KCI 80 mM

Nifedipina (10™ - 10° M) induziu vasorelaxamento dependente de
concentragédo do ténus induzido por FEN (10 uM) (pD2 = 8,0 £ 0,16, Emax = 77,20
5,3, n=6) e KCI 80 mM (pD, = 8,8 £ 0,22, Emax = 78,13 = 8,4, n=6) em anéis de
artéria mesentérica superior isolada de rato com o endotélio removido.

Como indicado pelos valores de pD,, nifedipina relaxou as contracdes
induzidas por KCI 80 mM de forma mais potente (p<0,05) do que a inibicdo das
contracdes geradas por FEN (10 uM) (Figura 23).

O tempo necessario para que fossem obtidas as respostas maximas para

cada concentracdo de nifedipina variou entre 10 a 15 minutos (dados né&o

mostrados).
0=
& ® FEN 10 uM
pD, = 8,0 + 0,16
20+
<) A KCI80 mM
c *
g I pD, = 8,8 + 0,22
X 40- )
° p<0,05 vs FEN 10 uM
(14
3
60-
80~

A4 A1 8 5
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Figura 23: Curva concentragao-resposta para nifedipina (10-'* — 10° M) em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato, sem endotélio funcional, pré-contraidos
com FEN 10 uyM (M) e/ou KCI 80 mM (#).Os valores estdo expressos como

media £+ e.p.m. de 6 experimentos
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5.2.1.5 Efeito da iangambina sobre as contragdes induzidas por CaCl,; em
meio despolarizante e nominalmente sem Ca®>* em anéis de artéria

mesentérica isolada de rato, sem endotélio funcional

A administracdo cumulativa de CaCl, (10° - 3x102 M) promoveu uma
contragdo dependente de concentragdo em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato sem endotélio funcional incubados com solugdo despolarizante (KClI
65,4 mM) e nominalmente sem Ca®*, com pD; = 3,6 + 0,04 (Figura 22). Quando os
anéis foram incubados com iangambina (10, 30, 100, 300 uM e 1 mM) a contragéo
induzida por CaCl, foi significativamente reduzida de maneira dependente de
concentragéo (Figura 24).

langambina na concentragdo de 1 mM inibiu cerca de 65% da contragao

induzida por CaCl,, sendo este o efeito maximo observado com a droga em estudo.
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Figura 24: Curvas concentragao-resposta para CaCl, em solugao despolarizante (KCl 65,4
mM) nominalmente sem Ca?* em anéis de artéria mesentérica superior isolada de

rato desprovidos de endotélio funcional

(Controle) e na presenca de

concentragdes isoladas de iangambina (10, 30, 100, 300 uM e 1 mM). Os valores
estdo expressos como média + e.p.m. de 5 experimentos para cada
concentracdo. ***p<0,001 vs Controle
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5.2.1.6 Efeito da iangambina sobre as contragdes induzidas por S(-)-Bay K
8644 em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato, sem

endotélio funcional

A administragdo cumulativa de iangambina (107 - 10° M) induziu um
vasorelaxamento dependente de concentracdo em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato, sem endotélio funcional, pré-contraidos com S(-)-Bay K
8644 (200 nM) (pD2 =4,0 £ 0,04 € Ennax = 72,9 £ 4,7, n=7) (Figura 25).

O tempo necessario para que fossem obtidas as respostas maximas para

cada concentragdo de iangambina variou entre 15 a 18 min. (dados n&o mostrados).
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Figura 25: Curva concentracdo-resposta para iangambina (107 — 10° M) em anéis de
artéria mesentérica superior isolada de rato, sem o endotélio vascular, pré-
contraidos com S(-)-Bay K 8644 (200 nM ) (). Os valores estao expressos com

meédia £+ e.p.m. de 7 experimentos
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Tabela 12: Valores de pD, e Esx para iangambina em anéis de artéria mesentérica superior

de rato em diferentes condi¢cdes experimentais

Condigao Experimental pD; Emax
(- log CEs) (% de relaxamento)

Pré-contraidos com FEN (com endotélio) 4,5+ 0,06 78,7129
Pré-contraidos com FEN (sem endotélio) 44 +0,04 75,6 £ 3,1
Pré-contraidos com FEN e apos KCI 20 4,5+0,08 7745
mM (sem endotélio)
Pré-contraidos com KCI 80 mM (sem 4,8 + 0,05*** 79,9 +£3,7
endotélio)
Pré-contraidos com S(-)-Bay K 8644 4,0 £ 0,04*** 729147

(sem endotélio)

Os valores estdo expressos como média £ e.p.m.

endotélio).

*kk

p < 0,001 vs Pré-contraidos com FEN (sem

5.2.1.7 Efeito da iangambina sobre as contragoes transientes induzidas por

FEN (10 uM) e/ou cafeina (20 mM), em anéis de artéria mesentérica

superior isolada de rato

Em meio livre de Ca®*, as contracdes transientes induzidas por FEN (10 pM)

ou cafeina (20 mM) nao foram modificadas na presenga de concentragdes isoladas

de iangambina (30, 100, 300 uM e 1 mM) (Figura 26).
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Figura 26: Efeito da iangambina (30, 100, 300 uM e 1 mM) sobre as contragbes transientes
induzidas por FEN (10 uM) (A) e cafeina (20 mM) (B) em anéis de artéria
mesentérica superior de rato, sem o endotélio funcional. Os valores estdo
expressos como média + e.p.m. de 5 experimentos para cada concentracéo

5.2.2 Estudos com atrio isolado de rato
5.2.21 Efeito da iangambina sobre atrio isolado de rato

O efeito da iangambina (107 - 10 M) sobre a cronotropismo e inotropismo

em preparacgao de atrio isolado de rato sdo mostrados na figura 27. A forca contractil
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inicial do atrio esquerdo foi 0,3 + 0,04 g. Concentragdes crescentes da iangambina
diminuiram gradualmente a contractilidade do atrio esquerdo, com efeito inotrépico
negativo maximo de 37,5 + 6,4 %, na contragédo de 1 mM de iangambina.

A automaticidade cardiaca foi avaliada em preparagcdes de atrio direito
isolado de rato. langambina produziu um discreto efeito cronotropico negativo,

detectavel apenas em concentragdes altas, com inibicdo maxima de cerca de 10%
(Figura 27).

m Efeito Cronotrépico
e Efeito Inotrépico

% Inibicao
H N
(=] o
[ [

(22
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[

80+

7 6 5 4 3
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Figura 27: Curva concentragdo-resposta para iangambina (10”7 — 10°) em atrio isolado de
rato. Os valores estdo expressos como média =+ e.p.m. de 5 experimentos

5.2.3 Ensaios Bioquimicos

5.2.3.1 Efeito da iangambina sobre o aumento da [Ca®*]; induzido por KCI

(65,4 mM) em midcitos de artéria mesentérica de rato

A incubagao da iangambina (0,1 yM, 30 uM e 1 mM) néo induziu alteragdes
na [Ca®"]; (dados ndo mostrados).
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Em midcitos de artéria mesentérica superior de rato carregados com Fura-

2/AM, a despolarizagao de membrana induzida por solugao de KCI 65,4 mM induziu

um aumento na [Ca?']; (Figura 28 e 29). Quando as células foram pré-incubadas com

concentragdes isoladas de iangambina (0,1 uM, 30 uM e 1 mM) o aumento da [Ca®);

induzido por KCI 65,4 mM foi significantemente inibido de maneira dependente de

concentracgao.

Razao de fluorescéncia
{(340/380 nm)

1.5 4 iangambina iangambina + KC| 65,4 mM

=
&N
1

L
KCl 65,4 mM 1 mM 1mM

NI

Tempo 60 seq.

Figura 28: Registro original representativo do efeito da iangambina sobre a intensidade de

A
Fluorescéncia

fluorescéncia em midcito isolado de artéria mesentérica superior de rato
carregado com Fura-2/AM. Esta representada a razdo de emissdo de
fluorescéncia (340/380 nm) de 10° contagens em fungdo do tempo. Em meio 1,6
mM de Ca*™ a célula foi estimulada com KCI 65,4 mM. Apés a lavagem da
preparagao (L), a célula foi pré-incubada com iangambina (1 mM) e apds de 10
minutos estimulada com KCI 65,4 mM (iangambina + KCI 65,4 mM)

0.50+
S
; *
= l
0.254 *
1]
E I *%
8 B
0.00-
KCI 65,4 mM KCI 654 mM + KCI 654 mM + KCI 65,4 mM +
langambina 0,1 uM  langambina 30 uM langambina 1 mM

Figura 29: Efeito da iangambina sobre a intensidade de fluorescéncia em midcitos isolados

de artéria mesentérica superior de rato carregados com Fura-2/AM. Os valores
estdo expressos pelo A de fluorescéncia (efeito final — basal) x 10° contagens da
razdo de emissao de fluorescéncia (340/380 nm). *p<0,05 vs KCI 65,4 mM,
**p<0,01 vs KCI 65,4 mM
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2+]i

5.2.3.2 Efeito da iangambina sobre o aumento da [Ca“"]; induzido por S(-)-Bay

K 8644 em miodcitos de artéria mesentérica de rato

Em miécitos de artéria mesentérica superior de rato carregados com Fura-
2/AM, a adigdo de S(-)-Bay K 8644 (100 nM), um ativador dos canais para Ca®*

sensiveis a diidropiridinas (ADACHI-AKAHANES et al., 1999), induziu um aumento

2+]i

na [Ca (Figura 30 e 31). Quando as ceélulas foram pré-incubadas com

concentracdes isoladas de iangambina (0,1 uM, 30 uM e 1 mM) o aumento do [Ca®"]

induzido por S(-)-Bay K 8644 foi significantemente inibido.
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Figura 30: Registro original representativo do efeito da iangambina sobre a intensidade de
fluorescéncia em midcito isolado de artéria mesentérica superior de rato
carregado com Fura-2/AM. Esta representada a razdo de emissdo de
fluorescéncia (340/380 nm) de 10° contagens. Em meio 1,6 mM de Ca*? a célula
foi estimulada com S(-)-Bay K 8644 (100 nM). Apds a lavagem da preparagao (L),
a célula foi pré-incubada com iangambina (1 mM) e apdés de 10 minutos
estimulada com S(-)-Bay k 8644 (100 nM) (iangambina + Bay K 8644)
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Figura 31: Efeito de iangambina sobre a intensidade da fluorescéncia em midcitos isolados
de artéria mesentérica superior de rato carregados com Fura-2/AM. Os valores
estdo expressos pelo A de fluorescéncia (efeito final — basal) x 10° contagens da
razao de emissao de fluorescéncia (340/380 nm). **p<0,01vs S(-)-Bay k 8644



LA CUNDAQ




ARAUJO I. G. A. scusodo 18

6 DISCUSSAO

O principal achado deste estudo foi que iangambina, uma lignana isolada
das folhas e das cascas do caule da Ocotea duckei Vattimo, promove efeito
hipotensor em ratos normotensos ndo anestesiados e induz vasorelaxamento em
artéria mesentérica de rato. O efeito relaxante induzido por iangambina parece ser
mediado por uma inibicdo do influxo de Ca®* através dos Ca,, levando a uma
diminuigdo na [Ca®']; e conseqiiente relaxamento do musculo liso vascular.

A avaliacdo do efeito da administracdo aguda de iangambina sobre a
pressao arterial e freqUéncia cardiaca em ratos foi realizada em animais nao
anestesiados, uma vez que, a anestesia modifica os niveis de PA e FC além do
funcionamento dos principais sistemas envolvidos na regulacao da PA, tais como o
sistema renina-angiotensina, o sistema nervoso simpatico e o barorreflexo
(FLUCKIGER et, al., 1985; DORWARD et al., 1985), produz depressao de algumas
sinapses do sistema nervoso central, alterando as respostas autonémicas (KORNER
et, al., 1968; WHITE; MCRITCHIE, 1973; ZIMPFER et al., 1982), além de outros
efeitos prejudiciais sobre os sistemas basicos de controle fisiologico da PA
(FLUCKIGER et al., 1985; SMITH; HUTCHINS, 1980).

Em animais normotensos n&o anestesiados a administragcdo aguda de
langambina induziu uma resposta transiente de maneira dependente de dose,
caracterizada por uma hipotensdo associada a uma taquicardia provavelmente de
origem reflexa. Esses resultados iniciais estdo de acordo com estudos mostrando
que a administragdo sistémica de iangambina induziu uma hipotensao transiente (2
— 3 minutos) tanto em coelhos (FARIA NETO et al., 1995b; TIBIRICA, 2001) como
em ratos (TIBIRICA et al., 1996; TIBIRICA, 2001), ambos anestesiados e ventilados
artificialmente, embora a redugcdo da pressao arterial tenha sido menos intensa do
que a observada em animais nao anestesiados.

Tibirica e colaboradores (1996) observaram que a hipotensao induzida por
iangambina, em ratos anestesiados e ventilados artificialmente, ndo foi antagonizada
por WEB 2086, um antagonista do receptor do PAF, derrubando sua hipétese inicial
de que o efeito hipotensor induzido por iangambina poderia ser devido a uma

possivel atividade agonista parcial lignana sobre o receptor do PAF.
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No presente estudo foi observado que iangambina induziu um
vasorelaxamento dependente de concentracdo em aneéis de mesentérica superior
isolada de rato, com endotélio intacto, pré-contraidos com FEN, um agonista o-
adrenérgico.

Durante a década passada, novas fungdes para a célula endotelial foram
sendo descobertas, e o endotélio vascular conceitualmente deixou de ser uma
barreira passiva entre o tecido e o sangue e passou a seu status atual de um 6rgéao
multifuncional e integrado, principalmente a partir da descoberta do chamado fator
relaxante derivado do endotélio e sua posterior identificacdo como 6xido nitrico
(FURCHGOTT et al.,, 1980). Na literatura estudos mostram o importante papel
desempenhado pelos fatores vasorelaxantes difusiveis produzido pelo endotélio
vascular, atualmente descritos como Oxido nitrico (espécie reativa de oxigénio),
prostaglandina (metabdlitos do acido araquiddnico) e um terceiro fator ainda nao
caracterizado chamado fator hiperpolarizante derivado do endotélio, no controle do
tbnus vascular e pressao sanguinea (FELETOU; VANHOUTTE, 2006). Assim como,
a participacdo do endotélio nos relaxamentos induzidos por uma variedade de
substancias quimicas, enddégenas e exogenas (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980;
COHEN; VANHOUTTE, 1995; CHAUHAN et al, 2003). Diante destas
consideragdes, passamos a avaliar a influéncia do endotélio funcional na resposta
vasorelaxante induzida por iangambina, para tanto, utilizamos preparagées em que o
endotélio foi mecanicamente removido e comparamos a resposta relaxante desta
lignana na presenga e na auséncia do mesmo. De fato, iangambina relaxa de forma
equipotente as contracbes induzidas por FEN na presenca e na auséncia do
endotélio funcional, levando-nos a sugerir que o vasorelaxamento produzido por
iangambina, em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato, ndo parece
ser mediado por fatores vasoativos liberados pelo endotélio vascular, mas
provavelmente devido a um efeito direto da lignana sobre o musculo liso arterial.

Nas células de musculo liso, a hiperpolarizagéo ou repolarizagéao podem ser
produzidas por agentes que ativam os canais para K*, levando ao efluxo desses ions
e consequente vasodilatagdo (GURNEY, 1994; NELSON; QUAYLE, 1995). Os
canais para K' tém um importante papel na homeostasia da pressdo sanguinea,
pela regulacao das fungdes vasculares das células musculares lisas e cardiomiécitos
(BERG, 2002).
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Uma propriedade tipica das drogas que promovem vasodilatagcdo por
ativarem canais para K* é que elas efetivamente inibem a contracdo da musculatura
vascular produzida por um aumento moderado na concentragdo de K* extracelular (<
40 mM), porém nao s&o efetivas quando a concentragdo de K* ¢ alterada para niveis
mais altos. Isto porque em elevadas concentracbes de K, o potencial de membrana
da célula muscular lisa esta proximo do potencial de equilibrio do K*, onde n&o
ocorre efluxo deste ion, e portanto, a hiperpolarizacado é evitada. Esta propriedade
permite estabelecer distingdo entre os ativadores de canais para K' e os
antagonistas de canais para Ca®*, que demonstram comportamento diferenciado
nesta circunstancia (GURNEY, 1994).

Baseado na importancia dos canais para K' na regulagdo de fungdes
vasculares resolvemos avaliar a participacdo destes canais na resposta
vasorelaxantes induzida por iangambina. Utilizando preparag¢des incubadas com KCI
20 mM, condicdo em que promove bloqueio parcial do efluxo de K* e atenuando
desta forma relaxamentos mediados por abertura de canais para K* ( GURNEY,
1994; CLARK; FUCHS, 1997). O aumento do K" extracelular (de 4 para 20 mM) ndo
alterou significantimente o vasorelaxamento dependente de concentragdo induzido
por iangambina, esses indicios sugerem que a resposta relaxante induzida pela
iangambina parece ndo envolver estes canais.

Com a finalidade de observar a resposta de iangambiana frente as
contragdes geradas por diferentes estimulos, passamos a avaliar o efeito de
iangambina em preparagdes pré-contraidas com solugao despolarizante de KCI 80
mM. Ja €& bem descrito na literatura que contragcdes induzidas por altas
concentragdes de K', nas células de mdasculo liso, € mediada por uma
despolarizagdo de membrana e um aumento do influxo de Ca®" através dos Ca,
(GODFRAIND; KABA, 1969; SOMLYO; SOMLYO, 1994). A geracao da contragao
por agonista de receptores acoplados a proteina Gg/11 (ex. FEN), em células de
musculo liso, é resultado da mobilizacdo de ambos Ca** intracelular e extracelular
(KITAZAWA; MASUO; SOMLYO, 1991; KARAKI et al., 1997). Interessantemente,
iangambina foi mais potente em relaxar as contragbes induzidas por altas
concentragdes de K* do que as contragdes geradas por FEN. Esses resultados
podem ser indicativo que o efeito vasorelaxanto induzido por iangambina possa
envolver o bloqueio de canais para Ca®*. Baseado nestes resultados, comparamos o

perfil farmacoldgico apresentado por iangambina frente as contragdes induzidas por
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FEN e KCI 80 mM com o da nifedipina, um antagonista dos Ca, tipo L (FERRARI et
al., 1994). Nifedipina também foi mais potente em relaxar as contragcdes induzidas
por KCI 80 mM do que as contragdes geradas por FEN. A semelhanga no perfil
farmacolégico apresentado por iangambina e nifedipina corrobora com a hipétese de
que iangambina possa estar bloqueando os Ca,.

Para verificar a hipétese de que iangambina estaria bloqueando o influxo de
Ca?* através dos Ca,, avaliou-se o efeito de iangambina frente as contracdes
induzidas por CaCl,, em meio despolarizante nominalmente sem Ca®*. Este
protocolo experimental baseia-se no fato de que as contragdes sao geradas, quase
que exclusivamente, pelo influxo de Ca**, j4 que a despolarizagdo promovida por
concentragdo elevada de K* extracelular induz a abertura dos Ca,. langambina
antagonizou de maneira dependente de concentragcédo as contragbes induzidas por
CaCl,.

Esses resultados em conjunto, sugerem que o efeito vasorelaxante induzido
por iangambina pode ser devido a uma possivel interagado da lignana com os Ca,
resultando em uma diminuicdo no influxo de Ca?* em musculo liso de artéria
mesentérica superior de rato.

As células musculares lisas vasculares expressam dois tipos principais de
Ca,, os Ca,1 (tipo-L) e os Ca,3 (tipo-T). Os Ca,1 (tipo-L), mais recentemente
referidos como Ca, 1.2 (CATERRAL et al.,, 2005), sdo os mais expressos, desta
forma, exercendo um papel importante na determinagdo da pressao sanguinea
sendo seus bloqueadores uma importante classe de drogas anti-hipertensivas
(CRIBBS, 2006).

Com o intuito de avaliar o sub-tipo de Ca, envolvido na resposta
vasorelaxante induzida pela iangambina, analisou-se seu efeito sobre as contragdes
tbnicas induzidas pelo derivado diidropiridinico S(-)-Bay K 8644, um agonista
seletivo dos Ca,1 tipo-L (SCHRAMM et al., 1983). langambina inibiu as contra¢des
tbnicas induzidas por S(-)-Bay K 8644 de maneira dependente de concentracéo,
entretanto com poténcia menor do que aquelas obtidas quando as contragcdes foram
induzidas por FEN ou KCI 80 mM. Esses dados sugerem o envolvimento dos Ca,
tipo-L na resposta vasorelaxante induzida por iangambina porém, ndo descartando o
envolvimento de outros Ca, nesta resposta.

Varios produtos naturais derivados de plantas causam vasodilatagao por

alterar o metabolismo do Ca?' nas células de musculo liso vascular (MCNEILL;
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JURGENS, 2006). De fato, o aumento e a diminuicdo da concentracdo de Ca®'
intracelular sdo os principais sinais que iniciam respectivamente, a contragdo e o
relaxamento musculares (KARAKI et al., 1997). O aumento da [Ca®"], em células de
musculo liso vascular é principalmente controlada pelo influxo de Ca®* e a
mobilizagdo de Ca** dos estoques intracelulares. Tem sido bem documentado que a
mobilizacdo de Ca®** & um importante mediador da resposta vascular de muitas
substancias vasoativas. O inositol 1,4,5-tris-fosfato (IP3) foi reconhecido como o
primeiro mensageiro secundario a mediar respostas vasculares de varios agonistas
tais como noradrenalina, angiotensina Il, vasopressina, endotelina, tromboxano A2 e
outros (ZHANG; LI, 2006). Neste processo, agonistas atuando através dos seus
respectivos receptores ativam a fosfolipase C, o qual converte fosfatidilinositol-4, 5,-
bifosfato (PIP2) em IP5 e diacilglicerol (DAG). O IP5 induz a liberagdo de Ca®* através
dos receptores de IP; (IPsR) no reticulo sarcoplasmatico levando a um aumento do
[Ca®*], (THORNELOE; NELSON, 2005). Os eventos de liberacdo de Ca** mediados
por IPsR sd@o chamados “puffs” de Ca?* (THORNELOE; NELSON, 2005).

Existem muitos agonistas ou estimulos que induz a liberagdo de Ca®" dos
estoques intracelulares independente da via do IP3, por exemplo a cafeina, o préprio
Ca** e outros induz a mobilizagdo de Ca®" do reticulo sarcoplasmatico através da
ativacdo dos receptores de rianodina (RYR). Os RYRs sdo canais para Ca*,
analogos aos IP3Rs, presentes na membrana do reticulo sarcoplamatico que séo
abertos por ligagdo do Ca?** em um sitio citoplasmatico do canal (THORNELOE;
NELSON, 2005). Os eventos de liberacdo de Ca®* mediados por RYRs s&o
chamados “sparks” de Ca?* (JAGGAR et al., 2000).

A mobilizacdo de Ca®* do reticulo sarcoplasmatico através de IPsRs e RYRs ,
em células de musculo liso, pode gerar ondas de Ca**, o qual é sugestivo de mediar
vasoconstricdo (JAGGAR et al.,, 2000; THORNELOE; NELSON, 2005).
Paradoxalmente, os transientes de Ca** gerados pela liberagédo de Ca®" através de
IPsRs e RYRs, na forma de “puffs” e “sparks” de Ca®*, respectivamente, em células
de musculo liso, podem ativar os canais para K ativados pelo Ca* (Kca)
promovendo hiperpolarizagdo de membrana limitando a contratilidade do musculo
liso (JAGGAR et al., 2000; THORNELOE; NELSON, 2005).

Baseado na importancia dos sinais de Ca?* gerados por IP3Rs e RYRs para
as funcdes vasculares resolvemos avaliar a participacdo da mobilizagdo de Ca** dos

estoques intracelulres sensiveis a |IP; e cafeina na resposta vasorelaxante induzida
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por iangambina. Para isso, foram geradas contragdes transientes induzidas por
10uM FEN ou 20 mM cafeina, em meio livie de Ca®*. Nestas condicdes, essas
contracdes sdo mediadas apenas via a liberagdo de Ca®* dos estoques
intracelulares. A incubagao de iangambina, nas mesmas condigdes, ndo alterou as
contragdes transientes induzidas por FEN ou cafeina. Esses resultados sugerem
que iangambina provavelmente nao interfere com a mobilizagdo de Ca®" induzida
por IP; (ativada pela FEN) nem tdo pouco com a mobilizacdo de Ca®* através de
RYRs (ativada pela cafeina).

Com os dados até aqui apresentados demonstramos em nivel funcional,
que iangambina promove relaxamento de anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato provavelmente devido a um bloqueio no influxo de Ca®" através dos
Ca,. A fim de confirmarmos tais evidéncias, foram realizados ensaios bioquimicos
utilizando midcitos de artéria mesentérica de rato para medida da concentracao
citoplasmatica de Ca**.

Nestes experimentos, foi constatado que iangambina foi capaz de inibir o
aumento na [Ca*']i induzido por solugdo despolarizante (KCI 65,4 mM) e por S(-)-
Bay K 8644. Esses achados corroboram com os resultados obtidos nos
experimentos funcionais, onde evidenciam que o vasorelaxamento induzido por
iangambina é provavelmente promovido por uma inibicdo do influxo de Ca®" através
dos Ca, com conseqiiente diminuicdo da [Ca*'];.

As drogas que bloqueiam os canais para Ca’* tem sido usadas clinicamente
no tratamento de uma variedade de desordens cardiovasculares, incluindo a
hipertensdo (VAN ZWIETEN; JONGE; TIMMERMANS, 1983). Sabe-se que as
diidropiridinas sdo bloqueadores de canais para Ca** relativamente seletivos para os
canais para Ca®" tipo-L no musculo liso vascular e bloqueia a porcéo extracelular
deste canal, levando a uma vasodilatacdo e uma taquicardia reflexa (FERRARI et
al., 1994). O mecanismo pelo qual as diidropiridinas interage com os canais para
Ca** tipo-L parece ser dependente de estado do canal, apresentado maior afinidade
de ligagdo com o canal no estado inativado, o qual é favorecido em potenciais de
despolarizados (BEAN, 1984). Em contraste, outras classes de bloqueadores de
canais para Ca®", tais como fenilalquilaminas, atuam através de efeitos combinados,
incluindo reducao na frequéncia cardiaca e contratilidade cardiaca, resultando em
depresséo cardiaca e bradicardia (FERRARI et al., 1994).
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Baseado nessas diferencas de seletividade teciduais apresentadas pelas
diferentes classes de bloqueadores de canais para Ca**, resolvemos avaliar o efeito
de iagambina sobre o cronotropismo e inotropismo cardiaco usando atrio isolado de
rato. Nestas preparagdes, iangambina induziu um efeito inotropico negativo de 37,5
+ 6 % associado a uma discreto efeito cronotropico negativo de cerca de 10%.
Comparando-se os efeitos cardiacos da iangambina com suas propriedades
vasorelaxantes, € relevante sugerir que seu efeito vascular se sobressai aos seus
efeitos cardiacos, mostrando uma maior vasoseletividade.

Por fim, esses resultados em conjunto sugerem que iangambina induz efeito
vasorelaxante em anéis de artéria mesentérica superior de rato medido pelo
bloqueio dos Ca,, e esse efeito vasorelaxante pode ser responsavel pelo efeito

hipotensor observado nos experimentos in vivo.
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7 CONCLUSOES

Em conclusao, o presente estudo, fazendo uso de abordagens in vivo e in

vitro, demonstrou que:

1)

5)

langambina induz hipotensédo e taquicardia em ratos normotenos né&o
anestesiados de maneira dependente da dose. Os resultados encontrados
sugerem que a hipotensao € provavelmente devido a uma diminuicdo da
resisténcia vascular periférica total, enquanto que a taquicardia parece ser

decorrente de uma resposta reflexa;

langambina apresenta um efeito discreto em atrio isolado de rato, o qual nao
parece contribuir para as altercbes na pressdo arterial induzidas por

iangambina;

langambina promove vasorelaxamento, em anéis de artéria mesentérica

superior isolada de rato, de maneira independente do endotélio vascular;

Os efeitos biolégicos induzidos por iangambina parecem nao envolver
diretamente a paticipacdo de canais para K* nem interferir com a mobilizacéo

de Ca?* dos estoques intracelulares sensiveis ao IP; e/ou sensiveis a cafeina;

langambina inibi o aumento na [Ca®*); induzidos por solucdes despolarizante
(KCI 65,4 mM) e por S(-)-Bay K 8644, em midcitos de artéria mesentérica de

rato;

O efeito relaxante vascular induzido por iangambina parce ser mediado por

uma inibigdo do influxo de Ca" através dos Ca..
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8 PERSPECTIVAS

e Avaliar as influéncias do tratamento com iangambina sobre a pressao
arterial e frequéncia cardiaca em modelos diferentes de animais hipertensos, tais
como: modelo de ratos geneticamente hipertensos de Lyon e modelo de hipertenséo

renovascular, 2 rins e 1 clip;

e Avaliar a reatividade vascular, em anéis de artéria mesentérica isolada

de ratos tratados com iangambina;

e Estudar o efeito de iangambina sobre as correntes de Ca®* e suas

propriedades, utilizando a técnica de patch-clamp na configuragao whole cell.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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