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Avaliacdo das agdes vasculares induzidas por warifteina em rato: estudos in
vitro. (Dissertacdo de Mestrado-Programa de Po6s-Graduagdo em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos/CCS/LTF-UFPB). Apio Claudio de Lima Assis

RESUMO

Os efeitos vasculares de warifteina, um alcaldide isolado da raiz do
Cissampelos sympodialis (Menispermaceae), foram estudados em ratos,
usando técnicas in vitro. Em anéis de aorta toracica de rato, com endotélio
funcional, a warifteina (107> — 10° M) induziu relaxamento das contracdes
induzidas por noradrenalina (10 nM - 100 uM) (pD2 = 9,40 + 0,06, Emax = 97.33
+ 1,28, n = 5) de maneira dependente de concentragcédo e esse efeito nao foi
atenuado pela remogao do endotélio vascular (pD2= 9,18 + 0.10, Emax= 88,41 +
3,83, n = 5). Esses resultados sugerem que a resposta vasorelaxante induzida
pela warifteina é independente do endotélio vascular. Em preparacdes
incubadas com KCI 80 mM, o efeito vasorelaxante induzido por warifteina foi
bastante atenuado (Emax = 13,95 + 2,87, n = 6), embora o pD, ndo ter
apresentado diferenca significante (pD2= 8,09 + 0,53). A warifteina né&o
deslocou, nem reduziu a contragao maxima da curva de CaCl; (Emax = 95,62 +
2,69). Na presencga de KCI 20mM, o efeito maximo de warifteina foi reduzido
(p<0,0001) significantemente (Enax = 41,77 + 4,08, n = 5), sugerindo a
participacdo de canais para potassio neste efeito vasorrelaxante. Em
preparagdes incubadas com TEA (1mM, 3mM e 5mM), 4-AP (1mM),
Glibenclamida (10uM) e BaCl, (1mM), apenas na presenca de BaCl,, néo
houve alteracdo do efeito da warifteina (pD, = 8,00 + 0,35; pD,=6,57 + 0,17;
pD,=8,07 + 0,30; pD, = 8,37 + 0,19; pD, = 8,14 + 0,12; pD, = 8,85 + 0,16),
respectivamente. Estes resultados sugerem uma participagdo dos canais para
potassio K,, BKca € Karp no relaxamento promovido por warifteina. Este
alcaléide nao reduziu o influxo de calcio em solugdo, nominalmente, sem Ca®
e teve o efeito reduzido (p<0,01) em anéis pré-contraidos com PGFy,,
sugerindo que a warifteina produz um relaxamento maior, quando a via do
receptor as-adrenérgico estd ativada. Ndo houve atenuacdo da contragdo
induzida por ortovanadato de sodio, o que sugere que a warifteina nao interage
com a via de sinalizagdo RhoA — Rho cinase. Em conclusédo, esses resultados
sugerem que o efeito vasorrelaxante induzido por warifteina €, provavelmente,
devido a ativagdo de canais de potassio (K,, BKca € Katp) € que este alcaldide
tem um maior efeito relaxante quando o receptor as-adrenérgico esta ativado.

Palavras Chaves: Warifteina, aorta toracica, canais para potassio, sinalizagao
RhoA — Rho cinase.



Evaluation of the vascular actions induced by warifteine in rat: studies in vitro.
(Dissertacao de Mestrado-Programa de Pds-Graduagao em Produtos Naturais
e Sintéticos Bioativos/CCS/LTF-UFPB). Apio Claudio de Lima Assis

ABSTRACT

The vascular effects of warifteine, an alkaloid isolated from the root of the
Cissampelos sympodialis (Menispermaceae), were studied in rats through
techniques in vitro. The warifteine (107 - 10° M) induced relaxation of the
contractions induced by noradrenaline (10 nM - 100 pM) (pD2 = 9,40 + 0,06,
Emax = 97.33 + 1,28, n = 5) in a dependent way of concentration in rings of
thoracic aorta of rats, with functional endothelium and this effect was not
lessened by the removal of the vascular endothelium (pD2= 9,18 + 0.10, Emax =
88,41 + 3,83, n = 5). These results suggest that the vascular relaxation induced
by the warifteine is independent of the vascular endothelium. In preparations
incubated with KCI 80 mM, the vascular relaxation induced by warifteine was
quite lessened (Emax = 13,95 + 2,87, n = 6), although the pD, didn’t present
significant difference (pD2= 8,09 + 0,53). The warifteina didn’t move nor reduce
the maximum contraction of the curve of CaCl, (Eqax = 95,62 + 2,69). In the
presence of KCI 20mM, the maximum effect of warifteine had a significant
(p<0,0001) reduction (Emax = 41,77 + 4,08), suggesting the participation of
potassium channels in this vascular relaxation effect. In preparations incubated
with TEA (1mM, 3mM and 5mM), 4-AP (1mM), Glibenclamide (10uM) and
BaCl, (1mM), just in the presence of BaCl, there was not alteration of the effect
of the warifteine (pD, = 8,00 + 0,35; pD,=6,57 + 0,17; pD»=8,07 + 0,30; pD; =
8,37 + 0,19; pD, = 8,14 + 0,12; pD, = 8,85 + 0,16), respectively. These results
suggest a participation of the potassium channels K,, BKca and Karp in the
relaxation promoted by warifteine. This alkaloid didn’t reduce the calcium influx
in solutions, nominal, without Ca®* and its effect was reduced (p<0,01) in rings
pre-constricted with PGF,,, suggesting that the warifteine produces a bigger
relaxation when the a4- adrenergic way is activated. There was no reduction of
the contraction induced by sodium orthovanadate, what suggests the warifteine
doesn’t interact with the signalling RhoA - Rho cinase. In conclusion, these
results suggest that the vascular relaxation induced by warifteine is probably
due to the activation of potassium channels (K,, BKca and Karp) and that this
alkaloid has a bigger relaxant effect when the the a4- adrenergic is activated.

Key words: Warifteine, thoracic aorta, potassium channels, RhoA - Rho cinase
signalling.
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1. INTRODUGAO

O sistema cardiovascular € responsavel pela manutencdo da pressao
arterial, necessitando da acgéao integrada de outros sistemas, como o neural,
renal e endécrino (CAMPAGNOLE-SANTOS; HAIBARA, 2001).

A pressao arterial corresponde ao produto do débito cardiaco (DC) pela
resisténcia vascular periférica total (RVPT), podendo ser influenciada pela agao
de drogas sobre um ou ambos os parametros (OASTES, apud HARDMAN et
al., 1996).

O ténus vascular é o principal determinante da resisténcia ao fluxo
sanguineo na circulagado (JACKSON, 2000; SANTOS et al., 2007). Ele regula a
pressao arterial e distribuicdo do fluxo sanglineo entre os tecidos e 6rgaos do
corpo e é regulado pelos hormdnios circulantes, neurotransmissores, fatores
derivados do endotélio, sinais elétricos e/ou mecanicos, como a propria
pressdo sanguinea, além dos canais idnicos (JACKSON, 2000). Em algumas
patologias, ele apresenta-se elevado, como na hipertensdo arterial
(KOROVKINA; ENGLAND, 2002).

Os canais para potassio (K*) e os canais para cloreto (Cl) sdo bastante
importantes para a manutencgao do potencial de membrana (COX, 2002; ZANG
et al., 2005) e regulagao do ténus vascular (JACKSON, 2000), embora, admite-
se que, no repouso, o Unico movimento de ions que ocorre ha membrana
citoplasmatica é difusao de ions potassio, mantendo o potencial de repouso da
membrana (KOROVKINA; ENGLAND, 2002).

As células musculares lisas tém quatro tipos principais de canais de
potassio: os retificadores de entrada (ki), os sensiveis a ATP (katp), 0OS
sensiveis a voltagem (K,) e os ativados por calcio de grande condutancia
(BKca) (COX, 2002).

A ativacdo destes canais induz a hiperpolarizacdo da membrana,
promovendo o fechamento dos canais para Ca?* dependentes de voltagem
(COX, 2002), produzindo uma redugdo da concentracdo deste ion no meio
intracelular (BAKER, 2000), levando a vasodilatacdo (JACKSON, 2000). Desta
forma, provoca relaxamento arteriolar, podendo reduzir a pressao sanguinea

(COGOLLUDO et al., 2005). Portanto, as correntes de potassio apresentam
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um papel importante no controle do potencial de repouso da membrana e no
ténus vascular (NIU et al., 2008).

Os canais para Ca?*, também, exercem um papel importante na
manutengao do ténus vascular, haja vista que um influxo de calcio extracelular
ou liberacado deste ion pelos estoques intracelulares, com elevacido dos niveis
de calcio intracelular, provoca contracdo da musculatura lisa vascular
(SOMLYO; SOMLYO, 1994; COGOLLUDO et. al., 2005; CAO et al., 2006).

As células musculares lisas vasculares apresentam dois tipos de canais
para calcio dependentes de voltagem (Ca,): os Cav 1 (tipo-L) e os Cav 3 (tipo-
T). Os canais para Ca** tipo-L se caracterizam por produzir correntes de Ca**
ativadas por elevados valores de voltagens, além de apresentarem
sensibilidade as diidropiridinas. Quando as células do musculo liso vascular
despolarizam, ocorre abertura dos canais para Ca®" tipo-L, provocando o
aumento de Ca** intracelular (CRIBBS, 2006). No musculo liso vascular, este
tipo de canal é considerado como principal via de influxo de Ca®* (KARAKI et
al., 1997).

Os canais para Ca" tipo T s&o ativados e desativados mais rapidamente
do que os o tipo L, além de ndo serem regulados por nucleotideos ciclicos e
fosforilagcdo, diferentemente dos canais do tipo-L (XIONG; SPERELAKIS,
1995). Além disso, s&o ativados por baixos valores de voltagem (CRIBBS,
2006).

A elevacao dos niveis de calcio intracelular favorece a ligagdo dos ions
Ca?* a calmodulina e subseqiente interagdo desta com a cinase da cadeia leve
de miosina (OGUT; BROZOVICH, 2003), que fosforila a cadeia leve da miosina
Il a qual interage com os filamentos de actina (CHITALEY et al., 2001) e
promove a contragdo do musculo liso vascular (BUDZYN et al., 2006; CRIBBS,
2006).

A Figura 1 esquematiza a via de contragcdo do musculo vascular, atraves
da ativagdo do receptor al-adrenérgico acoplado a uma proteina G. No
entanto, existem outras vias que geram a contragdo do musculo vascular. Um
exemplo € quando o musculo liso vascular entra em contato com a
prostaglandina F 2a (PGF 2a). Esta prostaglandina ativa receptores de
membrana (receptores prostandides F) ligados a proteina G (ABREU et al.,

2008). Quando estes receptores sdo ativados ocorre mobilizagdo de Ca?
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intracelular, (OLSON, 2003), causando vasoconstriccdo (VILLAZON et al.,
2002).

Quando o caélcio volta aos seus niveis basais, ocorre a desativagao da
MLCK. A fosfatase da cadeia leve de miosina (MLCP) desfosoforila o sitio
regulatorio da cadeia leve de miosina (MLC). Este processo ocorre de forma
lenta, justificando a contragdo de o musculo liso ser mais sustentada e manter-
se por um periodo de tempo superior a contracdo do musculo estriado
(GARRET; GRISHAM, 1995).

Ca2+

Cadeia leve da miosina

11 Miosina fosfatase

Cadeia leve da miosina
fosforilada

+

Actina

Cinase da cadeia leve da miosina COINIRAGAD

Figura 1: Esquema demonstrando a contragdo muscular lisa dependente de
calcio

A contracdo do musculo liso vascular também pode ocorrer de forma
independente ao aumento da concentragao intracelular de calcio, resultando um
aumento na fosforilagdo da MLC (KHALIL, 2001 JEON et al., 2006) (Figura 2).

Esta via pode ser ativada, por exemplo, quando um agonista se liga ao
receptor que tem uma proteina G acoplada a ele, cuja subunidade a é capaz
de ativar o fator de troca de nucleotideos guanina. Ocorre ativagdo desta

proteina G, a subunidade a se dissocia e ativa o fator de troca de nucleotideos
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guanina (GEF), o qual catalisa a troca de GDP pelo GTP na RhoA. (FUKATA et
al.,, 2001; SUMMERS et al., 2008). Para que acontega a ativacdo da Rho-
cinase, ela e a RhoA-GTP migram para a membrana, onde ocorre a ativagéo
(WARD et al.,, 2004). Quando ativa, a Rho-cinase fosforila a subunidade
regulatéria da fosfatase da cadeia leve de miosina, inibindo-a (SOMLYO;
SOMLYO, 2000), o que preserva o estado de fosforilagdo da cadeia leve de
miosina (SUMMERS et al., 2008), aumentando a sensibilidade do musculo liso
vascular ao Ca®* (LOIRAND et al., 20086).

Um agente capaz de provocar a contragdo do musculo liso ndo afetando
a mobilizagdo intracelular de calcio € o vanadato, que € um potente inibidor da
atividade da fosfotirosina fosfatase (ALCON, 2000). Ele ainda induz a
agregracao plaquetaria, tem efeito inotropico positivo no musculo ventricular,
inibe a atividade de muitas enzimas, como a Ca®**-ATPase e a fosfotirosina
fosfatase. (PARIENTE et al., 1999; ALCON et al., 2000).

' N
(e

\d
ocnse

\

Miosina fosfatase

Cadeia leve da miosina —

fosforilada Cadeia leve da miosina

—

Cinase da cadeia leve
da miosina

Figura 2: Esquema demonstrando a contragdo muscular lisa independente do

aumento de concentracao intracelular de Ca®*
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Tendo-se em vista que o aumento do tbnus vascular pode ter
repercussdes graves no organismo, como o surgimento de hipertensao arterial,
buscam-se novas drogas que sejam potentes, eficazes e com menos efeitos
colaterais para o tratamento destas patologias.

A utilizacdo de plantas medicinais ocorre desde o inicio da civilizagao,
com o objetivo de tratamento e cura de doengas (DI STASI, 1996). Alguns
produtos naturais derivados destas plantas apresentam muitos efeitos
benéficos no tratamento da hipertensdo, entre os quais podemos citar o
vasorelaxamento por antagonismo de canais de calcio (SUN et al. 2002).

Um exemplo de planta medicinal € a Mammea africana, cujo extrato
demonstrou ter efeito de inibir a hipertensdo arterial e hipertrofia cardiaca
(NGUELEFACK-MBUYO et al.; 2008). Outro exemplo é a Hibiscus sabdariffa
Linn., que, ja demonstrou ter efeito vasodilatador, em aorta de ratos
espontaneamente hipertensos e tem sido usada pelos indios para o tratamento
da hipertensao (AJAY et al., 2007)

Ha muitas plantas utilizadas como alimentos, como frutas e verduras,
que sao ricas em polifendis e benéficos para o sistema cardiovascular,
(SCHULDT, 2005). Ha também bebidas derivadas de plantas, como o cha
verde (HUANG, 1999) que podem representar uma dieta benéfica para a
protecao cardiovascular.

O uso destes vegetais ocorre até os dias atuais. Sdo amplamente
utilizados com fins terapéuticos, mesmo sem serem prescritos, para o
tratamento das mais diversas patologias, como asma, doengas genitais e
urinarias (BEZERRA-SANTOS et al., 2004).

Os efeitos que as plantas medicinais produzem variam de espécie para
espécie. Podem apresentar efeito antiinflamatério, analgésico e anti-
hipertensivo, entre outros, tornando os estudos sobre os efeitos destas plantas
muito relevantes, ja que elas aumentam o arsenal terapéutico para o
tratamento de muitas doencgas. (SANTOS et al., 2007).

A familia Menispermaceae possui muitos representantes com diversas
atividades farmacoldgicas, entre as quais podemos citar a propriedade
antimalarica (BERTANI et. al., 2005; POUPLIN et al., 2007; EKOMBA et al.,
2004), anti-bacteriana (AMRESH et al., 2007b) , imunomodulatéria (DIWANAY
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et al., 2004), anti-hipertensiva (WET et al., 2005; AMRESH et al., 2008),
antimicrobiana e sedativa (WET et al., 2005).

A grande presenca de alcaldides € uma caracteristica marcante desta
familia. Eles possuem propriedades anti-reumatica (ZENG et al., 2007), anti-
hiperglicémica, (NOOR; ASHCROFT, 1998), anti-viral (MOODY et al., 2006) e
antiinflamatéria (AMRESH et al., 2007a; MOODY et al., 2006), entre outras.

Esta familia apresenta muitos alcaldides bisbenzylisoquinolina.
(EKOMBA et al., 2004). Os derivados de alcaldides bisbenzylisoquinolina
apresentam efeitos cardiovasculares importantes. A tetrandrina é um alcaldide
bisbenzylisoquinolina derivado da Stephenia tetrandra S Moore, capaz de
reduzir a pressao arterial sistolica e diastdlica em humanos. (KWAN; ACHIKE,
2002). A dauricina e a daurisolina também sdo exemplos deste tipo de
alcaloides e tém efeito antiarritmico (QIAN, 2002).

Cissampelos sympodialis Eichl € uma espécie pertencente a familia
Menispermaceae, incluindo 19 espécies, sendo que 9 delas podem ser
encontradas no Brasil. E popularmente conhecida no Brasil como jarrinha,
orelha de onca, abuteira e milona, tendo ampla utilizagdo tanto na medicina
popular quanto na indigena para o tratamento de varias patologias, como a
diarréia, doengas urinarias e genitais, (SANTOS et al. 2004), asma, (SANTOS
et al., 2006), bronquite e reumatismo (MOREIRA et al., 2003).

Figura 3: llustragcao do Cissampelos sympodialis
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A fragdo aquosa do extrato etandlico das folhas de Cissampelos
sympodialis Eichl produziu efeito antidepressivo em camundongos,
possivelmente devido ao efeito inibitério da isoenzima fosfodiesterase de
nucleotideo ciclico central, aumentando os niveis de AMPc no cérebro
(ALMEIDA et al.; 1998).

A fracdo aquosa do extrato etandlico de raiz e de folhas do Cissampelos
sympodialis Eichl promove relaxamento na musculatura lisa traqueal de cobaia,
com elevacdo dos niveis de monofosfato de adenosina ciclica. Esta planta
possui também propriedades imunomodulatérias, promovendo a inibicdo da
resposta proliferativa de células T do bago e induzindo um aumento na
producdo de interleucina-10 (SANTOS et al., 2004; 2006), potente citocina
antiinflamatoéria que age inibindo a producdo de citocinas pelas células.
(PIUVEZAM et al. 1999).

Ensaios toxicoldgicos pré-clinicos agudos e crbénicos, os quais foram
realizados com a fracdo aquosa do extrato hidroalcodlico das cascas das
raizes de Cissampelos sympodialis, por via oral, ndo demonstraram efeitos
téxicos nem em camundongos nem em ratos em doses até 20 vezes maiores
do que a dose usada na terapéutica popular no tratamento de patologias
respiratorias (DINIZ et al., 1995). Estodos realizados com esta mesma fragéo

Estudos utilizando a fracdo aquosa do extrato hidroalcodlico das folhas
de Cissampelos sympodialis, em testes de toxicidade aguda em camundongos
albinos, demonstraram que este extrato apresenta uma DLsy; de 1819 mg/Kg
via intra-peritoneal (DINIZ et al., 1998). Em cées, uma dose 5 vezes maior do
que a de uso popular demonstrou baixa toxicidade (DINIZ, 2000).

Muitos alcaldides foram detectados no Cissampelos sympodialis: Sao
eles: milonina (FREITAS et al., 1994), roraimina, coclaurina e liriodenina (LIRA,
2001), laurifolina e dompodialina (ALENCAR, 1994), metilwarifteina e warifteina
(CORTES, 1992).

A warifteina € um alcaldide bisbenzylisoquinolina, sendo o principal
componente isolado do extrato etandlico da raiz do Cissampelos sympodialis
Eichl, (MELO et al. 2003), com um rendimento de 1,4% (MARINHO, 2008). A
warifteina também €& encontrada nas folhas desta planta, no entanto, em

propor¢gdes bem menores (cerca de 100 vezes menos) (THOMAS et al., 1997).
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Este alcaldide causa bloqueio neuromuscular, tem atividade anestésica
local e promove antagonismo nao-competitivo € ndo especifico em musculo
liso, (CORTES et al. 1995), tendo também efeito antialérgico (SANTOS et al.,
2006).

Verificou-se, em aorta de coelho, que este alcalbide inibe os canais para
calcio dependentes de voltagem, os canais para calcio operados por receptor e
a liberacdo e reestocagem de calcio dos estoques intracelulares sensiveis a
noradrenalina (FREITAS et al. 1996).

Avaliacdes de citotoxicidade de warifteina em culturas de hepatdcitos e
fibroblastos demonstraram a ICsp variando em torno de 10 — 35 mM (MELO,
2003). A DLsp em camandungos da warifteina, quando administrada através da
via intra-peritoneal, foi de 511 mg/Kg. Doses de até 1000 mg/Kg, por via oral,
ndo produziu mortalidade nos animais durante as 48h de observacao
(CORTES, 1992).

Algumas propriedades quimicas importantes da warifteina estao

representadas no quadro 1.

ASPECTOS QUIMICOS

Nome: Warifteina
Classe de metabdlito secundario: Alcalbide bisbenzylisoquinolina
Férmula Molecular: C3gH3sN206

Estrutura Molecular:

Peso Molecular: 592.68
Aspecto: P6 amorfo de colocacdo amarelada

Solubilidade: Cremofor

Quadro 1: Aspectos quimicos da warifteina
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Como estudos anteriores ja tinham sido realizados em aorta de coelho
(FREITAS et al., 1996), mas nao tinham elucidado completamente o
mecanismo de acgdo da warifteina, decidimos estudar os efeitos vasculares
deste alcal6ide em aorta toracica de rato, utilizando metodologias in vitro, a fim

de esclarecer melhor este mecanismo.
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2. OBJETIVOS

Geral

Investigar o efeito vasorelaxante da warifteina em aorta toracica de ratos
normotensos, procurando esclarecer o possivel mecanismo de acado desta

substancia, utilizando para isso metodologias in vitro.

Especificos

> Estudar o efeito de warifteina sobre anéis de aorta toracica de rato,

avaliando:

e A existétncia de uma especificidade de warifteina para um
determinado agente contracturante utilizado;

¢ O influxo de calcio

e O papel dos canais de potassio na resposta relaxante induzida por
warifteina.

e A interacdo da warifeina com a via de sinalizacdo RhoA — Rho

cinase.
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3. MATERIAL

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos, com peso
entre 250-300 gramas, provenientes do Biotério do Laboratorio de
Tecnologia Farmacéutica - UFPB. Estes animais foram mantidos sob
condigdes controladas de temperatura (21 £ 1° C) e submetidos a um ciclo
claro-escuro de 12 horas (6 - 18 horas), tendo livre acesso a alimentagao e

agua.

Figura 4: Rato Wistar (Rattus novergicus)



29

3.2 Drogas e Reagentes

Durante a realizagdo dos experimentos, foram utilizadas as seguintes
drogas e reagentes: cloridrato de L (-) fenilefrina (FEN), cloridrato de
acetilcolina (ACh), noradrenalina, Cloreto de Tetraetiiaménio (TEA),
Glibenclamida, 4-aminopiridina (4-AP), cremofor, ortovanadato de sddio,

prostaglandina F 2a (todos da Sigma) e Cloreto de Bario (BaCly) (Vertec).

Todas as solugbes foram mantidas a 0° C. Para a preparacdo das
concentragbes desejadas, as drogas foram diluidas em agua destilada,
exceto a glibenclamida, a qual foi solubilizada em DMSO a 100%, com uma

concentracéo de 0,1% na cuba.

A warifteina foi isolada das raizes do Cissampelos sympodialis e cedida
pelo professor José Maria Barbosa Filho do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica (LTF) da UFPB. Para a realizagado dos ensaios farmacoldgicos, a
warifteina foi solubilizada em cremofor (0,01% na cuba) e diluida em agua
destilada de modo que foram obtidas as concentragbes desejadas para cada

protocolo experimental.

3.3 Solugoes Nutritivas

Para a preparagéo das solug¢des nutritivas foram utilizadas as seguintes
substancias: cloreto de sédio (NaCl), cloreto de potassio (KCI), cloreto de calcio
di-hidratado  (CaCl,.2H,0), sulfato de  magnésio  hepta-hidratado
(MgS04.7H,0), glicose (CeH1206) (todos da MERCK), bicarbonato de sédio
(NaHCO:s) e bifosfato de potassio (KH,PO,) (todos da VETEC).

As Tabelas a seguir mostram as composi¢des das solugdes fisioldgicas:
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Tabela 1: Composic¢ao da solugao de Krebs — Henseleit (pH=7,4)

Substancia Concentragao (mM)
NaCl 118

KCI 4,7

CaCl, 2,5

MgSO4 1,2

NaHCO; 25

KH,PO4 1,2

Glicose 11,1

Tabela 2: Composicao da solugcdo despolarizante de Krebs — Henseleit com

cloreto de potassio a 80 mM (pH=7,4).

Substancia Concentragao (mM)
NaCl 57

KCI 80,0

CaCl; 2,5

MgSO, 1,2

NaHCO; 25

KH,PO4 1,2

Glicose 11,1
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Tabela 3: Composicao da solucdo de Krebs — Henseleit com cloreto de
potassio a 20 mM (pH=7,4).

Substancia Concentragao (mM)
NaCl 102,55

KCI 20,0

CaCl, 2,5

MgSO4 1,2

NaHCO3; 25

KH,PO, 1,2

Glicose 11,1

Tabela 4: Composicdo da solugao despolarizante de Krebs — Henseleit com

cloreto de potassio a 60mM (pH=7,4)

Substancia Concentragao (mM)
NaCl 62,55

KCI 60

CaCl; 2,5

MgSO, 1,2

NaHCO; 25

KH,PO4 1,2

Glicose 11,1
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Tabela 5: Composicdo da solucdo de Krebs — Henseleit, nominalmente, sem

calcio (pH=7,4)

Substancia Concentragao (mM)
NaCl 118

KCI 4,7

MgSO4 1,2

NaHCO; 25

KH,PO,4 1,2

Glicose 11,1

Tabela 6: Composicdo da solugao despolarizante de Krebs — Henseleit com

cloreto de potassio a 60 mM, nominalmente, sem calcio (pH=7,4)

Substancia Concentragao (mM)
NaCl 62,55

KCI 60

MgSO, 1,2

NaHCO; 25

KH,PO, 1,2

Glicose

11,1




33

Tabela 7: Composicdo da solugao de Krebs — Henseleit livre de calcio para

(PH=7.4)

Substancia Concentragao (mM)
NaCl 118

KCI 4,7

MgSO4 1,2

NaHCO; 25

KH,PO,4 1,2

Glicose 11,1

EGTA 1,0
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4. METODOS

Foram realizados ensaios farmacoldgicos in vitro, utilizando artéria aorta

toracica de rato.

4.1 Ensaios Farmacolégicos in vitro

4.1.1 Estudos, utilizando anéis de aorta toracica de rato

Os ratos foram sacrificados por concussao cerebral seguida por secgao
dos vasos cervicais. Através de uma incisdo no abdome e térax do animal, foi
retirada a porgéo toracica da artéria aorta. Anéis do primeiro segmento da
artéria (1 - 2 mm) foram obtidos livres de tecido conectivo e adiposo. Os anéis
foram mantidos em cubas que continham 10 mL de solugéo de Krebs (Tabela
1) a 37° C e gaseificada com uma mistura de 95 % de 0, e 5 % de CO;
(carbogénio). Os anéis foram suspensos por hastes de metal e fixadas a um
trandutor de forga, o qual estava acoplado a um sistema de aquisigao (Miobath-
4, WPI, Sarasota, EUA) para o registro das contracbes isométricas. Cada anel
foi submetido a uma tensdo constante de 2 g por um periodo de 60 min.
Durante este tempo, o meio nutritivo foi trocado a cada 15 min. para prevenir a
interferéncia de metabdlitos (ALTURA; ALTURA, 1970).

O endotélio vascular dos anéis de aorta foi removidos mecanicamente

através do atrito entre as paredes internas do vaso com hastes de metal.

A presencga ou auséncia de endotélio foi verificada pela adi¢do, na cuba,
de 1 uM de acetilcolina (ACh) nos anéis pré-contraidos com fenilefrina. Foram
considerados com endotélio (E+), os anéis com relaxamento superior a 70%
sobre a pré-contracdo com FEN. Ja os anéis com relaxamentos inferiores a
10 %, foram considerados sem endotélio. (LOPEZ et al., 2004; FURCHGOTT;
ZAWADZKI, 1980). Anéis com relaxamentos entre 10 e 70 % foram

descartados.
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Fonte: Foto tirada no laboratério de Farmacologia Cardiovascular

Figura 5: Aparato utilizado para os experimentos com aorta toracica de rato

4.1.3 Protocolos experimentais empregados nos estudos in vitro

4.1.2.1 Curva concentracdo-resposta para warifteina, em anéis de aorta

toracica de rato pré-contraidas com noradrenalina

Apds um periodo de estabilizagdo de 60 min, foi verificada a presenga
ou auséncia de endotélio funcional. Em seguida, foi realizada uma curva
cumulativa para noradrenalina (NOR 10 — 10* M) (SHEN, 2008) e, ap6s um
periodo de 40 minutos para a estabilizacdo da contracdo tonica, concentracoes
crescentes de warifteina (1072 - 10° M) foram adicionadas & cuba, de maneira
cumulativa na fase ténica e sustentada, em anéis com endotélio ou sem
endotélio funcional, a fim de observar o efeito vasorelaxante da warifteina. Os
valores de pD; e efeito maximo (Emsx) foram calculados e comparados para

anéis com endotélio intacto e com endotélio removido.
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Warifteina

A 12 _ 405
ACh (1 IiM) (10 10°M)

Anéis com endotélio
vascular
(E+)

Lavagem

4 4
FEN (1uM) NOR (10 - 107*M)

Tempo (rmin)

60 min.

(6) oesua

8 Warifteina
(102 -~ 10"°m)
Anéis sem endotélio ACh (1 uM) ¢

vascular
(E-)

60 min.

s | *

FEN (1uM) NOR (10 — 10*M) \

Tempo (rmind

(B) oesua)

Figura 6: Representagcdo esquematica do protocolo experimental para a
avaliacdo do efeito induzido por concentragdes crescentes de warifteina (1072
— 10 M) em anéis de aorta toracica de rato pré-contraidos com NOR (10® —

10* M) (A) Aneis com endotélio vascular intacto (B) Anéis com endotélio

vascular removido.
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4.1.2.2 Curva concentragado-resposta para warifteina, em anéis de aorta

toracica de rato, pré-contraidos com PGFy,

Apos a verificagdo da auséncia do endotélio funcional, como descrito
anteriormente, os anéis foram contraidos com PGF 2a (10uM) (BANG, 1998).
Esta concentracao foi obtida através de uma curva cumulativa para a PGFyq
(1M - 10uM) e, apoés um periodo de 40 minutos para a estabilizacdo da
contragéo tonica, concentragdes crescentes de warifteina (1072 - 10 M) foram
adicionadas a cuba, de maneira cumulativa na fase tbnica e sustentada, em

anéis sem endotélio funcional, a fim de observarmos o efeito vasorelaxante da

warifteina.
Warifteina
(102 - 10"°m)
Anéis sem endotélio ACh (10 uM) ¢
vascular
(E-) + Lavagem
60 min. !
A 4
FEN (1uM) PGF 2a
(10°-10°m)

(6) oesua|

]

Termpo (i}

Figura 7: Representagdo esquematica do protocolo experimental para a
avaliagdo do efeito induzido por concentragdes crescentes de warifteina (1072

—10° M) em anéis de aorta toracica de rato pré-contraidos com PGF 2a (1M

- 10pM).
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4.1.2.3 Curva concentragado-resposta para warifteina, em anéis de aorta

toracica de rato pré-contraidos com kcl 80 mm.

Apos a verificagdo da auséncia do endotélio funcional, como descrito
anteriormente, a solucdo de Krebs da cuba foi trocada pela solucéo
despolarizante de KCI 80 mM (LOPEZ, 2004). Foram induzidas duas
contragdes similares com KCl 80 mM (Tabela 2) e, apds a estabilizacdo da
segunda contragdo, concentragdes crescentes de warifteina (1072 - 10° M)
foram adicionadas na fase ténica da segunda contracdo induzida por KCI 80
mM, com a finalidade de investigar uma possivel especificidade de warifteina
para um determinado agente contracturante utilizado, em anéis sem endotélio
funcional. As preparagbes permaneciam nesta solugdo até o final do

experimento.

Warifteina
(102 -10°M)
Anéis sem ACh (1 uM) ¢
endotélio vascular
(E-) Lavagem Lavagem

60 min.

t * *
FEN (1uM) KCL 80 mM KCL 80 mM

Termpo (rmind

(6) ogsua|

Figura 8: Representacao esquematica do protocolo experimental para avaliar o
efeito de concentragdes crescentes de warifteina (107% — 10° M) em anéis de
aorta toracica de rato sem endotélio funcional, pré-contraidos com solugao

despolarizante de KCI 80mM.
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4.1.2.4 Verificagdo do efeito de warifteina sobre a curva concentragao-
resposta para o Ortovanadato de Sdédio, em anéis de aorta

toracica de rato, sem endotélio funcional

Apos a verificagdo da auséncia do endotélio funcional, foi obtida uma
curva concentragdo-resposta ao ortovanadato de sodio (10 - 3x10° M), um
potente inibidor da atividade da fosfotirosina fosfatase (ALCON, 2000) (curva
controle). Em seguida, as preparacdes foram lavadas com solugcédo de Krebs e
mantidas por um periodo de estabilizacdo de 60 minutos (ALCON, 2000). O
liquido nutritivo foi trocado a cada 15 minutos. Posteriormente, a warifteina foi
adicionada, em concentragdes isoladas, as cubas e uma nova curva
concentracio resposta ao ortovanadato de sddio (10 — 3 x 10 M) foi obtida. O
efeito de warifteina foi calculado, comparando-se as curvas de ortovanadato de

sédio na auséncia (controle) e na presenca do alcaldide.

ACh (10 uM)

Anéis sem
endotélio vascular

(E-)

Lavagem Lavagem

' Vanadato
' (10° - 3x10°°M)

\

60 min.

4 A 60 min. A

Vanadato A ,
FEN (1uM) (10° — 3x10°°M) Warifteina

(6) oesua|

Termpo (i}

Figura 9: Representagdo esquematica do protocolo experimental para a
avaliacao do efeito induzido pela warifteina sobre as contragdes induzidas por

concentracdes cumulativas de NazVO, (10° = 3x107 M).
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4.1.2.5 Verificagdo da participagdo de canais para K' na resposta

relaxante, induzida por warifteina, em anéis de aorta toracica de rato

Logo em seguida a verificacdo da auséncia do endotélio vascular, como
descrito anteriormente, a solugao de Krebs da cuba foi trocada pela solugao de
Krebs com 20 mM de KCI (Tabela 3) e as preparagdes permaneciam, nesta
solucao, até o final do experimento. Este procedimento impede, parcialmente, o
efluxo de K* e atenua relaxamentos mediados por abertura de canais para K*
(CAMPBELL et al., 1996; CLARK; FUCHS, 1997). Decorridos 30 minutos, uma
nova contragdo tdnica foi induzida com NOR (10®° = 10 M) (SHEN, 2008) e,
em seguida, uma curva concentracdo-resposta para warifteina (10™'% — 10° M)
foi obtida, para investigar a participacdo de canais de potassio no

vasorelaxamento provocado pelo alcaldide.

Warifteina
(1072 - 10"°M)
ACh (10 uM) |
Anéis sem
endotélio vascular, i Lavagem
(E-) i
60 min.
4 ' 8 4
FEN (1uM) KCI 20mM NOR (10° - 10*M)

(6) opsua |

Tempo (miind

Figura 10: Representacdo esquematica do protocolo experimental para
investigar a influéncia do aumento de K* extracelular na resposta vasorelaxante
induzida por concentracdes crescentes de warifteina (102 = 10° M) em anéis

de aorta toracica de rato sem endotélio funcional.
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4.1.2.6 Verificagdo da resposta relaxante, induzida por warifteina, na

presenca de diferentes concentragoes de TEA

Depois de verificar a auséncia do endotélio funcional, como descrito,
anteriormente, foi adicionado, a cubas distintas, 1mM, 3mM e 5mM de cloreto
de tetraetilaménio (TEA). Na concentragdo de 1mM o TEA é um bloqueador de
canais BKca (BANG et al., 1998; JACKSON, 2000). Na concentragao de 5mM,
o TEA também bloqueia canais para K" ativados por célcio (CHO et al., 2007).
Foi realizada, apdés um periodo de 30 minutos, uma curva cumulativa para
noradrenalina (NOR 10 — 10 M) (SHEN, 2008) e, apds a estabilizacdo desta
curva (40 min), concentracdes crescentes de warifteina (1072 - 10° M) foram
adicionadas a cuba, de maneira cumulativa na fase ténica e sustentada da
curva, a fim de verificarmos o efeito vasorelaxante induzido por warifteina na

presenca de diferentes concentracdes de TEA.

Warifteina
ACh (10 uM) (102 - 10°m)
Anéis sem ¢
endotélio
vascular
(E-) |
. '‘Lavagem
60 min. !
4 ¢ +
FEN (10pm)  TEA (ImM, 3mM  NOR (108 - 10M)
ou 5mM)

]

Termpo (rmin}

(6) opsua)

Figura 11: Representagdo esquematica do protocolo experimental para avaliar
a influéncia de TEA (1mM, 3mM e 5mM) nas respostas vasorelaxantes
induzidas por warifteina (1072 = 10° M) em anéis de aorta toracica de rato sem

endotélio funcional.
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4.1.2.7 Verificagao da participagcdao de canais para potassio sensiveis a

voltagem (K,), nas respostas relaxantes, induzidas por warifteina

Apos a verificacdo da auséncia do endotélio funcional, foi adicionado, a
cuba, 1mM de 4-aminopiridina (4-AP) (NIU et al., 2008), um bloqueador de
canais para potassio sensiveis a voltagem (JACKSON, 2000). Ap6s 30 minutos
da adigéo de 4-AP, uma curva cumulativa de noradrenalina (NOR 10 — 10 M)
(SHEN, 2008) foi realizada e concentragdes crescentes de warifteina (1072 -
10®° M) foram adicionadas & cuba, de maneira cumulativa na fase ténica e
sustentada da curva, para observarmos se havia participagao dos canais K, no

efeito vasorelaxante induzido por warifteina.

Warifteina
ACh (10 uM) (102 - 10°°M)
Anéis sem I
endotélio
vascular
(E-) |
'‘Lavagem
60 min. !
t t t
FEN (10uM) 4-APImM " NOR (10 - 10*M)

(6) opsua)

]

Termpo (rmin}

Figura 12: Representagdo esquematica do protocolo experimental para avaliar
a influéncia de 4-AP (1mM) nas respostas vasorelaxantes induzidas por

warifteina (10" — 10° M) em anéis de aorta toracica de rato sem endotélio

funcional.
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4.1.2.8 Verificagao da participagcao de canais para potassio sensiveis a

ATP (Kartp), nas respostas, induzidas por warifteina

Depois da verificagdo da auséncia do endotélio funcional, foi adicionado
a cuba 10uM de glibenclamida, (NIU et al., 2008) um bloqueador especifico de
canais de potassio sensiveis a ATP (BANG, 1998; JACKSON, 2000). Foi
realizada, apos um periodo de 30 minutos, uma curva cumulativa para
noradrenalina (NOR 10 — 10 M) (SHEN, 2008) e, apds a estabilizagdo desta
curva (40 min), concentragdes crescentes de warifteina (1072 - 10° M) foram
adicionadas a cuba, de maneira cumulativa na fase tonica e sustentada da
curva, para que observassemos se havia participagdo dos canais Karp nas

respostas vasorelaxantes induzidas por warifteina.

Warifteina
ACh (10 pM) (102 - 10"°m)
Anéis sem I
endotélio
vascular
(E-) |
'‘Lavagem
60 min. !
i vonctmida
FEN (10uM) Glibenclamida  NQOR (10 - 10+M)
10 UM
3
3

Termpo (rmiin)

Figura 13: Representagdo esquematica do protocolo experimental para avaliar
a influéncia de Glibenclamida (10uM) nas respostas vasorelaxantes induzidas
por warifteina (1072 — 10° M) em anéis de aorta toracica de rato sem endotélio

funcional.
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4.1.2.9 Verificagao da participacao de canais de potassio retificadores de

voltagem (K;), nas respostas relaxantes, induzidas por warifteina

Apos a verificagdo da auséncia do endotélio funcional, foi adicionado, a
cuba, 1mM de cloreto de bario, um bloqueador de canais de potassio
retificadores de voltagem (NIU et al., 2008). Foi realizada, apés um periodo de
30 minutos, uma curva cumulativa para noradrenalina (NOR 10% — 10 M)
(SHEN, 2008) e, apds a estabilizacdo desta curva (40 min), concentragdes
crescentes de warifteina (10™'%- 10 M) foram adicionadas a cuba, de maneira
cumulativa na fase tonica e sustentada da curva, a fim de que observassemos
se havia participagdo dos canais K nas respostas vasorelaxantes induzidas

por warifteina.

Warifteina
ACh (10 uM) (102 - 10°°M)
Anéis sem I
endotélio
vascular
(E-) |
. '‘Lavagem
60 min. !
t $
FEN (10uM) BaCl 1TmM  NOR (10 - 10M)

]

Termpo (rmin}

(6) opsua)

Figura 14: Representagao esquematica do protocolo experimental para avaliar
a influéncia de BaCl, (10uM) nas respostas vasorelaxantes induzidas por
warifteina (102 — 10° M) em anéis de aorta toracica de rato sem endotélio

funcional.
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4.1.2.10 Verificacao do efeito de warifteina sobre a curva concentragao-

resposta para CaCly, em anéis de aorta toracica de rato.

Apos a verificagao da auséncia do endotélio funcional, as preparacdes
foram expostas a uma solugédo despolarizante de KCI 60 mM (Tabela 4). Em
seguida, elas foram lavadas com solugdo de Krebs, nominalmente, sem Ca®
(Tabela 5) e mantidas nesse meio por um periodo de 15 min. Apds isto, a
solucdo de banho dos tecidos foi trocada por uma solugao despolarizante de
KCl 60 mM, nominalmente, sem Ca?* (Tabela 6). Posteriormente, foi obtida

uma curva concentragdo-resposta ao CaCl, (10 - 3 x 102 M) (curva controle).

O processo foi repetido, sendo concentracdes isoladas de warifteina
incubadas as preparagdes juntamente com a solugao despolarizante de KCI 60
mM, nominalmente, sem Ca?* e uma nova curva concentracao resposta ao
CaCl, (10° — 3 x 10 M) foi obtida. O efeito de warifteina sobre o influxo de
Ca2+, através dos canais para Ca® dependentes de voltagem, foi analisado,
comparando-se as curvas de CaCl, na auséncia (controle) e na presenga do
alcaloide (SANTOS, 2007).

Anéis sem ACh (1 uM)

endotélio vascular
Lavagem

'Lavagem H , Lavagem
: ! | KCI600Ca®
60 min. E ' ! + Warifteina
] | ] ¢
+ [ .
: Ao A A
FEN (1uM) KCL 60 mM Krebs 0 Ca“"CaCl, KCL 60 mM Krebs 0 Ca?* CaCl;

]

Tempo (rmind

(6) oesua)

Figura 15: Representacdo esquematica do protocolo experimental para a
avaliagdo do efeito da warifteina sobre as contragdes induzidas por
concentragdes cumulativas de CaCl, (10° — 3x102 M) em meio despolarizante

(KCI 60mM), nominalmente, sem calcio.
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4.1.2.11 Verificagdo do efeito de warifteina sobre o influxo de Ca2+, em

anéis de aorta toracica de rato.

Depois de verificar a auséncia do endotélio funcional, as preparacdes
foram lavadas com Krebs livre de Ca?* (Tabela 7). Apés um periodo de
estabilizacdo de 20 minutos, foi induzida uma contracdo com NOR (10™M),
para depletar o Ca®* dos estoques intracelulares de Ca**. Este procedimento foi
realizado até que nio fosse observada nenhuma contragcdo quando a NOR foi
adicionada as cubas. Em seguida, as preparagdes tiveram o liquido nutritivo
trocado por Krebs, nominalmente, sem calcio. Decorridos 15 minutos, foi
adicionada, as cubas, uma concentracdo de 10* M de NOR e 5 minutos
depois, foi acrescentada as preparagdes uma concentracido de 2mM de CaCl,
(DONG, 1997) obtendo-se uma contragdo controle. Apds este processo, as
preparagdes foram lavadas e o procedimento repetido na presenga de
concentragdes isoladas de warifteina, que foram adicionadas as cubas logo
apds o Krebs, nominalmente, sem Ca?* ser colocado. As curvas induzidas pelo
CaCly, na auséncia da droga e na presenga dela, foram comparadas para
verificar se a warifteina foi capaz de reduzir a segunda curva induzida pelo
CaCl,.

Anéis sem
endotélio vascular ach (1 um)

E-
(E-) Krebs 0 Ca**
+ Warifteina

| Lavagem

Lavagem Krebs 0 Ca**

60 min.

4 A 4 4 AKX A 44 X
[ o | T

FEN (1uM) NOR NOR NOR CaCl;, NOR NOR NOR CaCl;,
Krebs 0 Ca** Krebs 0 Ca* Krebs 0 Ca**
+EGTA +EGTA Krebs 0 Ca®*  +EGTA
+ EGTA

(6) opsua)

Termpo (rmindy
Figura 16: Representacdo esquematica do protocolo experimental para a
avaliacao do efeito da warifteina sobre as contragdes induzidas por CaCl,

(2mM) em solug&o, nominalmente, sem calcio.
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4.2 Analise Estatistica

Os valores estdo expressos como média + erro padrao da média. As
curvas concentragao-resposta foram analisados por regressdo nao-linear, de
onde foram calculados os valores de pD, (-log CEsy) a partir dos valores
percentuais das respostas induzidas pela warifteina para os experimentos. As
diferencas estatisticas foram analisadas pelo teste t-Student para amostras
independentes, procedimento que comparou as meédias de dois grupos de
casos. Os dados foram considerados significantes para p<0,05. Em todos estes

procedimentos, foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism verséo 4.2.
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5. RESULTADOS

5.1 Ensaios farmacolégicos in vitro

5.1.1 Efeito da warifteina sobre anéis de aorta toracica de rato com

endotélio e sem endotélio funcional pré-contraidos com noradrenalina

A warifteina produziu um efeito vasorelaxante de maneira concentragao
dependente em anéis pré-contraidos com noradrenalina, tanto na presenca
quanto na auséncia do endotélio funcional (Figura 17). Alteragdes significativas
nao foram observadas entre os valores de pD, e Ensx obtidos na presencga do
endotélio funcional (pD, = 9,40 + 0,06 e Emax = 97.33 + 1,28; n= 5) ou na
auséncia dele (pDy = 9,18 + 0.10 e Emax = 88,41 + 3,83; n=5). Nao houve
diferenca entre efeito maximo (p=0,052) e o pD, (p=0,1) para anéis com
endotélio funcional e sem este (Tabela 8, p.61). O efeito maximo de cada
concentragédo foi atingido de 10 a 15 minutos apos administragcdo daquela
concentracdo. O efeito vasorelaxante induzido por warifteina foi revertido apos
30 minutos de sucessivas lavagens com Krebs normal. A adi¢ao de warifteina
na auséncia de um agente contracturante também nao induziu qualquer

alteragao significante do tdbnus basal (Dados ndo mostrados).
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0=
25+
_ ® Em presenca de NOR (10 - 10% M) E+
S A Em presenga de NOR (10'8 - 10™ M) E-
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Figura 17: Curva concentracao-resposta para o efeito relaxante de Warifteina
(1072 — 10° M) em anéis de aorta toracica de rato com endotélio intacto (n=5) e
removido (n=5), pré-contraidos com noradrenalina (10® — 10 M). Os valores

estao expressos com média + e.p.m.
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5.1.2 Efeito de warifteina sobre anéis de aorta toracica de rato sem

endotélio funcional pré-contraidos com Prostaglandina F 2a (PGF 2a)

A warifteina teve seu Enqsx reduzido (p<0,01) em anéis de aorta toracica
sem endotélio funcional pré-contraidos com PGF 2a (Emax = 64,40 + 4,50),
embora nao tenha ocorrido alteragao significante (p=0,95) do pD, (pD»=9,17 +
0,19) (Figura 18).

10- [ ]
204
30~
404
50~
60~
70~

® Controle

Em presenca de PGF 2a

*kkk

Relaxamento (%)

90+
100+

L ) ) ) )
12 11 10 -9 -8 -7 -6 -5
[Warifteina] M

Figura 18: Curva concentragdo-resposta para o efeito relaxante de warifteina
(102 — 10 M) sobre contracdes induzidas por noradrenalina (10% — 10 M) e
por PGF 2a (10° — 10° M). Os valores estdo expressos com média +
e.p.m.para 8 experimentos; ** p<0,01 versus anéis com endotélio removido e

pré-contraidos dom noradrenalina
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5.1.3 Efeito da warifteina sobre a contragcao induzida, por KClI 80mM, em

anéis sem endotélio funcional da aorta toracica de rato

Na presenga da solugcdo despolarizante de KCL 80mM, o efeito da
warifteina em anéis sem endotélio funcional de aorta toracica de rato foi
significantemente atenuado (Figura 19), com reducado (p<0,0001) do efeito
maximo (Emax = 13,95 + 2,87; n= 6) embora o pD; (pD, = 8,09 + 0,53) néo
tenha apresentado diferenga estatistica (p = 0,14) em relagdo aos anéis, sem

endotélio, pré-contraidos com noradrenalina (Tabela 8).

*kkk
*kkk *kkk *kkk

*kkk

25-

® Controle
B Em presenga de KCI 80mM

Relaxamento (%)
a
e

754

100-

v LJ LJ LJ LJ
-12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -5
Log [Warifteina] M

Figura 19: Curva concentragdo-resposta para o efeito relaxante de warifteina
(102 = 10° M) sobre contragdes induzidas por noradrenalina (10% — 10 M) e
KCI 80mM em anéis de aorta toracica de rato sem endotélio vascular. Os

valores estdo expressos com meédia + e.p.m de 6 experimentos; p<0,0001
versus anéis com endotélio removido.
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5.1.4 Efeito de warifteina sobre a curva concentragao-resposta para o
ortovanadato de sédio em anéis de artéria aorta toracica de rato sem

endotélio.

A administracdo cumulativa de NazVO, (10° — 3 x 10°M) produziu uma
contracdo dependente de concentragdo em anéis de aorta toracica sem
endotélio funcional de rato. Quando a concentracdo de 10°M de warifteina foi
incubada nas preparacdes, a contragcdo induzida por NazVO,; nao sofreu
deslocamento nem reducao de amplitude (p=0,056). A contragdo maxima na
presenca da concentragdo de 10° M de warifteina foi de 92,51% + 4,50 (n=9).
(Figura 20).

100+

75+
:\c? | Na3VO4
:%’ Y NasVO, + Warifteina (10 M)
S 50-
€
(o]
(&)

25+

0-

LJ LJ LJ
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0
- Log [Na;VO,]

Figura 20: Curva concentragao-resposta para NasVos em anéis de aorta
toracica de rato desprovidos de endotélio funcional (controle) e na presenca de
concentracdo isolada de warifteina (10° M). Os valores estdo expressos como

média + e.p.m. de 9 experimentos.
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5.1.5 Participagdo dos canais para K' no efeito vasorelaxante induzido

pela warifteina, em anéis sem endotélio vascular de aorta toracica de rato

Na presenca da solucido despolarizante de KCL 20mM, a curva
concentracido-resposta para warifteina em anéis de aorta toracica de rato foi
deslocada significantemente para a direita (Figura 21), com reducéao (p<0,0001)
de efeito maximo (Emax = 41,77 + 4,08; n = 5) e de pD; (p<0,01) em relagédo aos
anéis, sem endotélio, pré-contraidos com noradrenalina (pD, = 6,75 + 0,63)
(Tabela 8).

0=
25+
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Log [Warifteina] M

Figura 21: Curva concentragdo-resposta para o efeito relaxante de warifteina
(102 — 10 M) em anéis de aorta toracica de rato sem endotélio funcional pré-
contraidos com noradrenalina na presenca e na auséncia de KCI 20 mM. Os
valores estao expressos como média + e.p.m. de 5 experimentos; **** p<0,0001

versus anéis com endotélio removido
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5.1.6 Efeito vasorelaxante, induzido por warifteina, em anéis de aorta
toracica sem endotélio de rato, na presencga de diferentes concentragoes
de Cloreto de Tetraetilamoénio (TEA)

Na presenca de 1mM de TEA, a curva concentragao-resposta para
warifteina em anéis de aorta toracica, sem endotélio vascular, isolada de rato
foi deslocada para a direita, apresentando reducéo (p<0,05) de pD, (pD» = 8,00
+ 0,35) sem apresentar reducdo (p=0,23) de efeito maximo (Enax = 76,23 +
8,89; n=6).

Quando a concentracdo de TEA foi aumentada para 3mM, a curva,
também, foi deslocada para a direita e o efeito maximo da warifteina foi menor
(p<0,001) do que em anéis pré-contraidos com noradrenalina e sem
bloqueador (controle) (Emax = 48,75 + 5,26; n=5). Houve redugéo (p<0,0001) de
pD. (pD2=6,57 + 0,17).

Aumentando ainda mais a concentracdo de TEA para 5mM, a curva,
igualmente, foi deslocada para a direita e o efeito maximo da warifteina foi
menor (p<0,0001) do que em anéis controle (Emax = 37,70 + 3,71; n=5). Houve
reducao (p<0,01) de pD, (pD»=8,07 + 0,30) (Tabela 8). (Figura 22).
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Figura 22: Efeito vasorelaxante de warifteina (107'% — 10 M) sobre contracdes
induzidas por noradrenalina (10® — 10* M) em anéis de aorta toracica de rato
sem endotélio funcional na presenga e na auséncia de TEA (1mM, 3mM e
5mM). Os valores estdo expressos como média + e.p.m. de 6 experimentos
para cada concentracao; *** p<0,001 versus anéis com endotélio removido; ****

p<0.0001 versus anéis com endotélio removido.
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5.1.7 Participagcao dos K, no efeito vasorelaxante, induzido por warifteina,

em anéis da artéria aorta toracica sem endotélio de rato

Na presenga de 4-aminopiridina (1mM), a curva concentragcéo-resposta
para warifteina em anéis de aorta toracica isolada de rato foi deslocada,
significantemente, para a direita. Houve reducéao (p<0,01) de pD, (pD2 = 8,37 +
0,19) sem ocorrer alteragdo significante (p = 0,34) de efeito maximo (Enax =
93,33 + 3,22; n = 7) (Tabela 8) (Figura 23).
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Figura 23: Efeito vasorelaxante de warifteina (107'? — 10 M) sobre contracées
induzidas por noradrenalina (10® — 10* M) em anéis de aorta toracica de rato
sem endotélio funcional na presenga e na auséncia de 4-AP (1mM). Os valores

estdo expressos como média + e.p.m. de 7 experimentos.
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5.1.8 Participacao dos Karp no efeito vasorelaxante induzido por warifteina

em anéis da artéria aorta toracica sem endotélio de rato

Na presenca de glibenclamida (10uM), a curva concentracéo-resposta
para warifteina em anéis de aorta toracica de rato sem endotélio foi deslocada,
de modo significante, para a direita. Houve reducao (p<0,001) de pD, (pD; =
8,14 + 0,12) sem alteragao (p=0,14) de efeito maximo (Emax = 96,44 + 3,17; n =
5) (Tabela 8). (Figura 24)
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Figura 24: Efeito vasorelaxante de warifteina (107'? — 10 M) sobre contracdes
induzidas por noradrenalina (10® — 10* M) em anéis de aorta toracica de rato
sem endotélio funcional na presenca e na auséncia de Glibenclamida (10uM).

Os valores estao expressos como média + e.p.m. de 5 experimentos.
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5.1.9 Participagao dos K no efeito vasorelaxante induzido por warifteina

em anéis da artéria aorta toracica sem endotélio de rato

Na presenca de cloreto de bario (BaCly), 1TmM, a curva concentragao-
resposta para warifteina em anéis de aorta toracica sem endotélio isolada de
rato nao foi deslocada para a direita (Figura 25). Nao houve alteragao nem de
efeito maximo (p = 0,38) nem de pD, (p = 0,11) (Emax = 93,86 + 4,58; pD, =
8,85 + 0,16; n = 5) (Tabela 8).
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Figura 25: Efeito vasorelaxante de warifteina (102 — 10° M) sobre contracdes
induzidas por noradrenalina (10® — 10* M) em anéis de aorta toracica de rato
sem endotélio funcional na presenca e na auséncia de BaCl, (1mM). Os

valores estao expressos como média + e.p.m. de 5 experimentos.
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5.1.10 Efeito de warifteina sobre a curva concentragao-resposta para

CaCl,, em anéis sem endotélio funcional de aorta toracica de rato.

A administragdo cumulativa de CaCl, (10° — 3 x 10?M) produziu uma
contracdo dependente de concentragdo em anéis de aorta toracica sem
endotélio funcional de rato. Quando a concentracdo de 10°M de warifteina foi
incubada nas preparagbdes, a contracdo induzida por CaCl, nao sofreu
deslocamento, nem redugdo de amplitude (p=0,12). A contragdo maxima na
presenca da concentracdo de 10° M de warifteina foi de 99,54% + 0,37 (n=5).
(Figura 26).
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Figura 26: Curvas concentracdo-resposta para CaCl2 em solugéo
despolarizante (KCl 60 mM), nominalmente, sem Ca?* em anéis de aorta
toracica de rato desprovidos de endotélio funcional e na presenca de
concentracdo isolada de warifteina (10 M). Os valores estdo expressos como

meédia + e.p.m. de 5 experimentos.
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5.1.11 Efeito de warifteina sobre o influxo de calcio induzido por

contragao com noradrenalina, em anéis sem endotélio funcional de aorta
de rato

A warifteina ndo produziu inibicdo do influxo de célcio induzido pela
contragéao com CaCl, na presenga de noradrenalina em anéis sem endotélio
funcional de aorta de rato, em solugdo, nominalmente, sem Ca®* (p=0,10). A

contragdo maxima na presenca da concentracdo de 10° M de warifteina foi de
95,62 + 2,69 (n=5) (Figura 27).
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Figura 27: Efeito de warifteina sobre as contragbes induzidas por CaCl, na
presenca de noradrenalina (10'4M) em solugdo, nominalmente, sem Ca** em
anéis de aorta toracica de rato desprovidos de endotélio funcional e na
presenca de concentracdo isolada de warifteina (10° M). Os valores estdo

expressos como média + e.p.m. de 5 experimentos.
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Condicao Experimental Emax pD: n

(%) de relaxamento (-Log CEsy)

Pré contraidos com NOR 97.33 + 1,28 9,40 + 0,06 5
(com endotélio)

Pré contraidos com NOR 88,41 + 3,83 9,18 + 0.10 5
(sem endotélio)

Pré contraidos com 13,95 + 2,87**** 8,09 + 0,53 6
KCI 80Mm (sem endotélio)

Pré contraidos com PGF 2a 64,40 + 4,50* 9,17 + 0,19 8
(sem endotélio)

Apoés KCI 20mM 41,77 + 4,08**** 6,75+ 0,63** 5
Apoés TEA 1mM 76,23 + 8,89 8,00 + 0,35* 6
Apoés TEA 3mM 48,75 + 5,26*** 6,57 + 0,17**** 6
Apoés TEA 5mM 37,70 + 3,71**** 8,07 + 0,30** 6
Apos 4-AP 93,33 + 3,22 8,37 + 0,19** 7
Apos Glibenclamida 96,44 + 3,17 8,14 + 0,12*** 5
Apoés BaCl, 93,86 + 4,58 8,85+ 0,16 5

Os valores estdo expressos com média + e.p.m * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001; **** p<0,0001. Todos os resultados destes protocolos foram
comparados com o controle (anéis sem endotélio funcional pré-contraidos com
NOR).

Tabela 8: Valores do En:x € de pD. para a warifteina em anéis de aorta

toracica de rato em diferentes condigbes experimentais.
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6. DISCUSSAO

Em aorta toracica isolada de rato, obtivemos, como principal resultado,
que a warifteina produz um relaxamento independente de endotélio vascular,
provavelmente, através da ativacdo de canais para potassio. Este alcalbide
produz um vasorelaxamento maior, quando age em anéis em que a contragao
vascular ocorre através da ativagdo do receptor a1 adrenérgico.

A warifteina provocou um relaxamento vascular em aorta de coelho em
estudos anteriores (FREITAS, 1996), no entanto, 0 mecanismo pelo qual este
vasorelaxamento acontece nao foi, totalmente, esclarecido. Diante destes
resultados prévios, resolvemos aprofundar os estudos com a warifteina,
utilizando aorta toracica de rato, através de metodologias in vitro, para
tentarmos elucidar melhor o seu mecanismo de agao.

A warifteina € um alcaldide bis-benzilisoquinolina. Muitos alcaldides e
derivados sintéticos deste grupo apresentam efeito anti-hipertensivo, como a
tetrandrina, que reduz a presséo arterial em humanos. (KWAN; ACHIKE, 2002).
Este grupo de alcaldides tem sido bastante utilizado no estudo de mecanismos
de sinalizagao pelo calcio (KWAN e ACHIKE, 2002). Outros alcaldides deste
grupo, também, possuem atividade cardiovascular, como a dauricina, que
apresenta efeito anti-arritmico (QIAN, 2002). Nossos resultados mostraram que
o vasorelaxamento induzido por warifteina, em aorta toracica de rato, nao
envolve a diminuicido do influxo de calcio em meio com altas concentracoes de
KCI.

A literatura dispde de poucos estudos sobre o efeito vasorelaxante
induzido pela warifteina. Estudos realizados por Freitas et al. (1996) mostram
que a warifteina é capaz de promover um relaxamento vascular em aorta de
coelho pré-contraida com noradrenalina, através da inibigdo de canais de calcio
dependentes de voltagem e dos operados por receptor, além de interferir na
liberagdo de Ca®** dos estoques intracelulares. Diante de resultados tdo
interessantes, uma vez que substancias que atuem bloqueando os canais para
Ca®* sdo importantes para o controle das funcdes cardiovasculares, decidimos
aprofundar os estudos com a warifteina, a fim de tentarmos elucidar melhor o

mecanismo de acao deste alcaldide. Utilizamos aorta toracica de rato para
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verificar se a warifteina seria capaz de produzir um vasorelaxamento neste
vaso.

Inicialmente, constatamos que a warifteina apresentou efeito
vasorelaxante concentragcdo-dependente, em anéis de aorta toracica de rato
pré-contraidas com noradrenalina.

O efeito relaxante deste alcaldide nao foi alterado apds o endotélio
funcional ter sido removido mecanicamente, mostrando que o efeito
vasorelaxante de warifteina independe do endotélio funcional (Figura 17).
Desta forma, todos os protocolos posteriores a este foram realizados na
auséncia de endotélio funcional.

A fim de verificarmos se o relaxamento induzido por warifteina depende
da ativagdo de um receptor a1-adrenérgico, trocamos o agente contracturante
pelo PGF-2a, que provoca vasoconstriccdo (VILLAZON et al., 2002) através da
ativagcao de receptores prostandides F (ABREU et al., 2008).

Quando os anéis de aorta, na auséncia de endotélio funcional, foram
pré-contraidos com a PGF,, (BANG et al., 1998) observamos que, o efeito
maximo da warifteina apresentou uma redugéo significante, embora nao
tenham ocorrido alteragdes significantes nos valores de pD,, comparando-se
estes anéis com os que foram pré-contraidos com noradrenalina. Esta reducao
de efeito maximo sugere que o efeito relaxante da warifteina depende
parcialmente da ativacdo do receptor a1-adrenérgico (Figura 18).

Sabendo que o relaxamento induzido por warifteina em anéis de aorta
toracica de rato foi maior quando o receptor as-adrenérgico esta ativado,
utilizamos outro agente contracturante para verificarmos se a warifteina estaria
necessitando da ativagcdo de um receptor acoplado a proteina G para provocar
um vasorelaxamento. Para isto, utiizamos o KCL 80mM, um agente
despolarizante (SANTOS, 2007) que abre os canais de calcio sensiveis a
voltagem, promovendo um influxo de calcio e, consequentemente, contragao
muscular (LOPEZ et al., 2004), mecanismo este denominado de acoplamento
eletromecanico (VOGALIS et al., 1991).

Quando os anéis de aorta toracica foram pré-contraidos com KCI 80mM,
o relaxamento induzido por warifteina foi bastante atenuado em relacdo ao

provocado por este alcaléide em anéis de aorta toracica pré-contraidos com
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noradrenalina (Figura 17). No entanto, o relaxamento observado foi
significante.

Diante do resultado com o protocolo de KCI 80mM, pudemos sugerir
algumas hipdteses: a warifteina poderia estar interagindo com a via de
sinalizagdo RhoA Rho-cinase, uma vez que o KCI, além de promover uma
despolarizagdo da membrana com abertura de canais para calcio, também
promove uma ativagédo da via de sinalizagdo RhoA-Rho cinase, (RATZ, 2005),
uma via independente de calcio (SOMLYO; SOMLYO, 2000). Para isto,
utilizamos o ortovanadato de sddio, o qual estimula a via de sinalizacdo da
tirosina cinase (ALCON ET al., 2000).

Quando um agonista se liga a um receptor acoplado a uma proteina G, a
contragdo produzida por ele € devido a um aumento nas concentragdes
citosolicas de calcio ou a uma elevagao na sensibilizacdo do aparato contratil
ao calcio (LOIRAND et al., 2006). A RhoA é um importante modulador desta
sensibilidade, sendo ativada quando o GEF catalisa a formacao de RhoA-GTP
a partir da RhoA-GDP. A RhoA-GTP ativa a Rho cinase, a qual inibe a
fosfatase da cadeia leve de miosina (WARD et al., 2004), preservando a
fosforilagdo da cadeia leve de miosina (SUMMERS et al., 2008), o que
aumenta esta sensibilizagao ao calcio (OGUT; BROZOVICH, 2003).

Constatamos que a warifteina ndo foi capaz de atenuar a contragao
induzida pelo ortovanadato de sodio. Estes dados sugerem que a warifteina
nao interage com a via RhoA-Rho cinase. Provavelmente, o relaxamento
observado no protocolo de KCI 80mM nao foi decorrente de uma possivel
interagdo entre a warifteina e a via RhoA-Rho cinase (Figura 27).

A warifteina poderia estar ativando canais para K', efeito este ndo
observado por causa da grande concentragdo de ions K* no meio extracelular
ou poderia estar bloqueando canais para Ca®*, e assim, promovendo o
pequeno relaxamento observado. Decidimos entdo, investigar se ela estaria
atuando de forma a ativar canais para potassio e assim promover o
relaxamento vascular.

Os canais para K' tém um papel importante na determinacdo e na
regulagdo do potencial de membrana e do tonus vascular (JACKSON, 2000).
No musculo liso, os mais prevalentes sdo os BK¢, € 0s K,, enquanto que os
Katp € 0s Kj- sdo menos prevalentes (KOROVKINA; ENGLAND, 2002). A via de
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relaxamento decorrente do efluxo de K* é bastante comum e importante no
musculo liso, provocando o relaxamento da musculatura lisa vascular através
da hiperpolarizagdo da membrana citoplasmatica (BAKER, 2000).

Para verificar se a warifteina estaria ativando canais para K*, foi utilizada
uma solucédo de Krebs modificado, contendo 20mM de KCI (KCL 20mM), que,
nesta concentragdo, € um modulador do efluxo de potassio (GURNEY, 1994).

Na presengca do KCI 20mM, a curva concentragdo-resposta para
warifteina foi significantemente deslocada para a direita, sugerindo que este
alcaldide produz vasorelaxamento através da ativacdo dos canais para
potassio (Figura 20). Diante destes resultados, decidimos verificar quais os
canais de potassio poderiam estar sendo ativados para provocar o
vasorelaxamento induzido pela warifteina. Para isto, utilizamos, inicialmente,
1mM de tetraetilaménio (TEA), um bloqueador de canais BKca.

Os canais BKc, estdo bastante presentes nas células do musculo
vascular liso. Eles influenciam o potencial de membrana e regulam o ténus
vascular (KOROVKINA; ENGLAND, 2002). Sado ativados quando ocorre uma
elevacdo da concentragdo de calcio intracelular e despolarizagdo da
membrana, realizando um feedback negativo para o controle do nivel de
contracao e despolarizacao dela (BANG et al, 1998; WANG et al, 2005).

Quando bloqueamos os canais BKc,, verificamos que a curva
concentragao-resposta para warifteina foi deslocada, significantemente, para
direita. Além disso, o pD, mostrou-se menor do que o pD, de anéis de aorta
sem endotélio funcional pré-contraidos com noradrenalina, embora nao tenha
havido alteracdo de efeito maximo. Estes resultados demonstraram uma
reducdo na poténcia da warifteina quando estes canais estdo bloqueados.
Frente a estes resultados, podemos sugerir que os canais BKcg, estdo
envolvidos no efeito vasorelaxante da warifteina em aorta toracica de rato. A
concentragdo de 5mM de TEA bloqueia canais de K* ativados por Ca**. (CHO
et al, 2007). Quando a concentracdo de TEA foi aumentada para 3mM ou 5mM,
observamos que a curva concentragao-resposta para a warifteina sofreu um
deslocamento para a direita, ocorrendo ainda uma reducédo da poténcia dela,
observada, através de uma redugcao de pD, em relacdo aos anéis controle.

Estes resultados reforcam os obtidos com TEA na concentragdo de 1mM,
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sugerindo a participagado dos canais BKca na resposta relaxante induzida por
warifteina (Figura 21).

Outro tipo de canal para K importante é o K,, que, juntamente, com o
BKca ttm mostrado grande influéncia nas respostas contrateis, o que justifica o
foco de grande numero de pesquisas sobre canais vasculares e hipertensao
ser nestes dois subtipos de canais para potassio (COX, 2002).

Para investigarmos a participagdo dos canais K,, utilizamos 1mM de 4-
aminopiridina, um bloqueador de K, (NIU et al, 2008; JACKSON, 2000).
Observamos que, na presencga deste bloqueador, houve um deslocamento da
curva concentracao-resposta da warifteina para a direita nos anéis de aorta
toracica na auséncia de endotélio funcional. Ndo obstante o efeito maximo ser
semelhante em ambas as curvas, o pD, teve uma redugao significativa quando
este bloqueador foi utilizado, indicando uma reducéo da poténcia da warifteina
assim que os canais de potassio sensiveis a voltagem estdo bloqueados. Estes
resultados sugerem que a warifteina esta ativando os K, para induzir o
vasorelaxamento nos anéis de aorta toracica de rato (Figura 22).

Os canais de potassio sensiveis a ATP (Karp) € os retificadores de
entrada (Ki;) sdo menos prevalentes nas células do musculo liso vascular do
que os K, e os BKca (KOROVKINA; ENGLAND, 2002).

Os Kartp s&o regulados pelo ATP intracelular e encontram-se pouco
abertos em condicdes normais, tendo uma pequena influéncia na manutencéao
do potencial de repouso. Todavia, em condi¢gdes patoldgicas que reduzam a
concentracao de ATP, limitem a influéncia negativa dele na abertura do canal
ou quando ocorre aumento do AMPc, estes canais sao ativados e produzem
uma potente vasodilatagdo (LIU; GUTTERMAN, 2002).

Sendo assim, resolvemos verificar se os canais Katp estariam envolvidos
na resposta relaxante vascular da warifteina. Constatamos que houve um
desvio significante da curva concentragdo resposta para a warifteina na
presenca de 10uM de glibenclamida, um inibidor dos canais de potassio
sensiveis a ATP (JACKSON, 2000). O valor de pD, apresentou uma redugéo
significativa. O efeito maximo foi semelhante para as curvas concentragao-
resposta para a warifteina na presencga da glibenclamida e na auséncia dela.
Estes dados sugerem que os Katp estdo envolvidos no relaxamento provocado

pela warifteina em aorta toracica de rato (Figura 23).
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Como os canais K estdo presentes no musculo liso vascular e sao
responsaveis pela hiperpolarizagdo da membrana e vasodilatagdo provocadas
por pequenos aumentos na concentragcdo extracelular de potassio,
(EDWARDS; WESTON, 2004; ORIE et al., 2006) contribuindo para o potencial
de repouso da membrana (ORIE et al, 2006), verificamos se estes canais
também estariam envolvidos no efeito vasorelaxante induzido por warifteina em
anéis de aorta toracica na auséncia de endotélio funcional. Para isto utilizamos
o cloreto de bario na concentragédo de 1mM, que é um bloqueador de Kj (NIU
et al., 2008)

Quando bloqueamos os Kir, com 1mM de cloreto de bario, verificamos
que nao houve desvio da curva concentragao-resposta da warifteina, nem
alteracao significante de pD, nem de efeito maximo, sugerindo uma né&o
participagdo destes canais no relaxamento provocado por warifteina (Figura
24).

A warifteina é capaz de bloquear os canais para Ca®*calcio voltagem-
dependentes em aorta de coelho (FREITAS et al., 1996). Assim, decidimos
investigar se o pequeno relaxamento observado quando a warifteina foi
adicionada em concentracdes crescentes nos anéis pré-contraidos com KCI
80mM ocorria por causa de um bloqueio de canais para Ca** na aorta toracica
de rato. Para isto, realizamos o protocolo de influxo de Ca?*, no qual
realizamos uma curva concentracdo resposta para o CaCl, em um meio
despolarizante livre de calcio.

Os resultados obtidos com a execucado deste protocolo demonstraram
que a warifteina ndo € capaz nem de promover um deslocamento da curva
concentracido-resposta para o CaCl, nem de reduzir a contracdo maxima
induzida por CaCl, em meio com elevada concentragdo de K*. (Figura 19).
Estes dados sugerem que o relaxamento induzido por warifteina, em aorta de
rato, ndo é devido a bloqueio de canais para Ca*".

Embora seja o mesmo vaso sanguineo, as aortas de coelho e de rato
apresentam diferengas entre si em relagao a inervagao simpatica, utilizacdo do
calcio celular e extracelular para a contracdo (BLAYLOCK; WILSON, 1995) e
caracteristicas farmacologicas dos receptores a-adrenérgicos (YAMAGISHI et
al., 1996; BLAYLOCK; WILSON, 1995).
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Este vaso apresenta respostas diferentes ao peptideo relacionado ao
gene calcitonina, ja que, na presenca deste neuropeptideo, a producédo de
AMPc é maior em cultura de células do musculo liso vascular de ratos do que
em cultura de células do musculo liso vascular de coelho (LI et al, 1997),
mostrando que este vaso pode ter resultados diferentes frente ao mesmo
protocolo. As divergéncias entre este vaso em animais distintos, possivelmente,
justificam resultados diferentes.

O efluxo de K hiperpolariza a membrana celular e provoca um
fechamento dos canais para Ca?* dependentes de voltagem com reducéo da
concentracao de calcio no meio intracelular (BAKER, 2000).

Sabendo disso, decidimos, entdo, verificar se a ativagdo de canais para
K* reduziria o influxo de calcio através do fechamento dos canais para Ca®'.
Para isto, os anéis de aorta foram contraidos com CaCl, em meio,
nominalmente, sem Ca®*. Para a realizagdo deste protocolo, a concentracdo
extracelular de K* estava normal.

Observamos que a warifteina ndo foi capaz de reduzir a contragdo em
meio com concentragdes fisioldgicas de K*. Estes resultados sugerem que este
alcaldide ndo fecha os canais para Ca®* indiretamente, através da ativagdo dos
canais para K', quando o ténus vascular estd normal. Possivelmente, a
ativagdo dos canais para K ocorre, quando a warifteina age na aorta com o
ténus vascular aumentado e o efeito desta ativagéo ¢é visto desde que néo haja
concentragdes de K que impegam o efluxo deste ion (Figura 25).

Diante de todos estes resultados, podemos sugerir possiveis atuacdes
da warifteina no musculo liso vascular de aorta de rato, produzindo o
vasorelaxamento. Este mecanismo de relaxamento vascular independe de
endotélio funcional. O principal mecanismo de agcao deste alcaléide envolve,
principalmente, a ativacao de canais para potassio. Além disso, a warifteina
produz um vasorelaxamento maior quando a via do receptor a1-adrenérgico &

estimulada.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos nesta pesquisa, podemos concluir
que a warifteina provoca relaxamento de aorta toracica de rato de forma
independente de endotélio funcional. Este mecanismo relaxante vascular
parece envolver a ativagdo dos canais para potassio do tipo K,, Karp € BKca.
Além disso, concluimos que warifteina apresenta um relaxamento vascular

maior quando a via do receptor as-adrenérgico esta ativa.
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8. PERSPECTIVAS

Diante dos resultados obtidos com esta pesquisa, faze-se necessaria a
realizacédo de novos estudos sobre o mecanismo vasorelaxante induzido pela

warifteina, os quais busquem:

1. Ampliar os estudos sobre a influéncia da warifteina na via do receptor
aq-adrenérgico.

2. Avaliar o efeito deste alcaléide sobre a PAM e a FC em ratos
normotensos e hipertensos.

3. Estudar a influéncia da warifteina sobre a PAM e FC em diferentes
modelos de animais hipertensos, como a hipertensao induzida pelo
mecanismo 2R-1C.

4. Investigar o efeito deste alcaldide em aorta toracica de animais
espontaneamente hipertensos.

5. Verificar o efeito da warifteina sobre a corrente total de potassio em
midcitos isolados de aorta de rato, usando a técnica de patch-clamp.

6. Estudar a toxicidade da warifteina em ratos hipertensos.
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