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RESUMO

Estudos para apoiar o papel do -fator ativador de
plaquetas
tagomsta especifica do receptor-PAF, o WEB 2170

0 tratamento com o WEB 2170 durante o periodo pen-

implantacao, inibiu significativamente a implantagcdo do ovo
em ratas, numa dose vaHando de 1 a IOmg/Kg, i p A gravidez
nestes animais -foi bloqueada em 33.3%, 50% e 86,6 nas doses

respectivas dei, 5 e iOmg/Kg Entretanto, na dose de BOmg/Rg

ndo -foi evidenciado aumento da inibicdo da gravidez Nenhuma

di-ferenca na i nibicao da gravidez -foi observada quando o

tratamento com o WEB 2170 foi realizado nos dias 4 a 6 ou

nos dias 1 a 7 da gestacdo indicando provavelmente o efei to
da droga no

A dose de 5mg/Kg do WEB 2170 que inibiu a gravidez em

lntensa dO

edema de pata de ratos induzido por PAF-aceter do que por

carragenina ou levedura de cerveja indicando sua especifici-

dade para bloquear o receptor-PAF

tais como dexametasona (inibidor da -fosfolipase Ag), EP 10161

da lipoxigenase) e indometacina (inibidor da ciclo-
ki genase) -foram também capazes, de inibir a gravidez de manei-
ra similar ao WEB 2170 Entretanto, a poténcia do WEB 2170 em
inibir a implantacdo do ovo ndao aumentou, quando associado
com inibidores da sintese dos eicosandides Essas observacdes

revelam a importancia do processo inflamatdério na mdacao e

XiV



também levantam -a possibilidade do PAF mediar seus efeitos
através da liberacdo de eicosandides

0 WEB 2170 administrado as ratas gravidas nos dias 8
a 14, na dose' de 5mg/Kg, 1#.p afetou a organogénese causando
reabsorcdes -fetais 0 antagonista do PAF em estudo, nao
influenciou a acdo uterotropica induzida por estrobgeno em
ratas imaturas Isto sugere que o PAF nao apresenta atividade
estrogénica ou anti-estrogénica A administragcdo do WEB 2170

(Bmg/Kg, i p por 10 dias consecutivos a ratas apresentando

prolongou a fase diestro do ciclo reprodutivo Ciclos normais
foram. entretanto, restaurados dentro de vinte dias apds o
término do tratamento

0 WEB 2170 produziu inibicdo significativa das

contragdes induzidas por diferentes agonistas em JUtero de
rata ndo gravida, "in vitro', bem como, inibiu a atividade
ritmica espontanea de Jdtero de rata gravida A sua I CcjQ

(MEDIA * EP) para VvAarios agonistas estudados como acetilcoli-
na, serotonl na,
potassio foi de
0,03jj.g/ml 0,28

mente 0 efeito

quido Nnutritivo Um aumento de quatro vezes ha concentragcao
do calcio no liquido nutritivo, reverteu completamente o

uterinas induzi-
das por acetilcolina As contracdes induzidas por acetilco-
1l1na em jejuno isolado de rata nao foram significativamente
inibidas pelo WEB 2170, indicando 'uma seletividade maior des-

te composto para a musculatura lisa uterina



Este estudo mostrou que o WEB 2170 inibiu a implanta-
cao do ovo, prejudicou o desenvolvimento -fetal e diminuiu a
contratilidade uterina, efeitos estes que poderiam ser
mediados via antagonismo do PAF, o qual pode estar envolvido

no processo -fisioldgico associado ao ciclo estral e gravidez



ABSTRACT

Evidence to support a role for platelet activating
factor <PAF) in reproduction was provided through studies
wi th the specific PAF-receptor antagonist WEB 2170

during peri-implantation

signi ficantly 1nhibited ovaimplantation in rats at a dose
range of 1 to 10mg/R6. i p Pregnancy in these rats was
interrupted by 33.3%; 50% and 66.6% -For the respective doses
of 1; 5 and 1Omg/Kg However', the dose o-f 20mg/Kg did not
evidence a further increase in the pregnancy inhi bition No
difference in the inhibitions of pregnancy was observed
whether WEB 2170 treatment was given on days 4 to 6 oOr on
days 1 to 7 indicating the likely effect of the drug on
ni dation process

The dose of bmg/Hg WEB 2170 that inhibited pregnancy
by 50% was also found to supress more profundly the PAF-
i nduced rather than carrageenan or Brewer's yeast-induced
edema in the hind paw o-f rats indicating its specificity to
block the PAF-receptor Several other drugs of anti -
1nflammatory nature such as dexametasone (phosphollpase Ae
i nhi bi tor >, EP 10161 ( 11poxygenase Inhibi tor) and
Indomethacin i ciclaxygenase inhibitor) were also found to
inhibit pregnancy in a manner similar to that of WEB 2170
Nevertheless. the inhibitory potency of WEB 2170 on
ovoimplantation was not enhanced when comblned with
eicosanoid synthesis inhibitors These observations reflected

the importance of inflammatory process in ovoimplantatian and

WVi i



also leave the possibility of PAF mediating its effect
through the liberation oF eicosanoidsl
WEB 2170 administred to pregnant rats on days 8 to

a dose of 5mg/kg, i'p

14, In affected organogenesls and

promoted fetal resorptions The PAF antagomst under study

did not influence the uterotropic action of exogenous
estrogen in immature rats It suggests that WEB 2170 possess
neither estrogenic nor antiestrogenic property. In regularly

10 consecutive days, reduced the incidence o-F estrus and
prolonged the diestrus phase of the reproductive cycle
Normal CYdes were, however, restored within 20 days
following the cessation of treatment

WEB 2170 P roduced sigm-fi cant i nhi bition of
spontaneous rhythmic activity of pregnant rat uterus as well
as drug induced contractions of nonpregnant rat uterus in

Its IC5¢> (MEAN SE) concentration for various
agonists, such as, acetylcholine, serotonin, oxytocin, barium
chloride and potassium chloride were found to be in the order
of 0.17 = 0 02pg/ml; 0 53 + 0 O4pg/ml; 0.29 * 0 O3pg/ml, 0.28
+ 0.03jjg/ml and 0.28 + 0 03jug/ml respectively The inhibitory
effect of WEB 2170 was found to be dependent on the
concentration of calcium ion in the surrounding médium. A

four fold increase in Ca++ concentration in the bathing fluid

acetylcholine-1nduced contll'actions. The acetylchollne-1lnduced
contractions of rat jejunum were only msigniflcantly
inhibited by WEB 2170 It implies that the PAF antagomst

possess high selectivitvy for the uterine smooth muscle

this study has shown that WEB 2170
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inhibit ovoimplantation. impairs fetal growth and supresses
uterine contractilltv. These effects could be mediated via
the antagonism o+ the drug to PAF which may be involved

in the physiologic processes associated with estrous cycle

and pregnancy
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1 INTRODUCAO

11 - & lLrP-Lan.tag.daQ do. Qvo. ejn Ratas

Em ratas, a ovulacdo ocorre espontaneamente e esta
sob controle do eixo hlpotalamo-hlpofisario. 0 inicio da gra-
videz, jA é considerados no momento da ovulac&o, quando os
espermatozoides presentes no

o Ovulo liberado do foliculo (ODOR & BLANDAU, 1951).

ciam-se

brido o estadgio de duas células nos dois primeiros dias de
gravidez, estagio de quatro ceélulas no terceiro dia, esta-
gio de catorze a dezesseis células no quarto dia para Ti-

nalmente <formar o blastocisto ou blastula por volta do quinto

ocorre a implantacdo do blastocisto no endométrio (PSYCHOYOS,

1960a)

A presenca de estrogeno e progesterona secretados de
maneira sequenciada se faz necessaria para a sensibilizac&ao
do endométrio com subsequente resposta a estimulos deciduogé-
nicos (PSYCHOYOS, 1966, DEY & JOHNSON, 1980). Antes da ovula-
cao, o Utero parece ser sensi‘bi.lizado pelo estréogeno, soire

da progesterona duranlte 0os primeiros quatro dias da gra-
Vi dez e em

que ocorra mudancas endometriais que faciliterm a nidagao

(FINN, 1983; HEARN, 1986)



No quinto dia da gravidez o endométrio esta sensibi-
lizado suficientemente para permitir a diferenciacdo das cé-

lulas do estroma uterino em ceélulas deciduais (reacdo da ceé-

lecimento da implantacdao do ovo.

O mecanismo exato a nivel celular responsavel pela

foi esclarecido. Uma variedade de estimulos mecanicos,
imunoldégicos e/ou quimicos sao capazes de induzir declduall-
zacao. A presenca do blastocisto no utero pode funcionar como
um ou mais destes estimulos (FINN, 1986).

0 fator responsavel da ceé-
lulaa decidual, em ratos, -Foi atribuido micialmente a hi sta-
mina (SHELESNYAK,1952) que uterl no
induzia macica decidualizacdo. A hipotese do papel especifico
e uUnico da histamina como indutor da reacdo decidual desapa-
receu quando varias outras substancias induziram decidualiza-
cado quando injetadas no limen uterino como serotonina
(PSYCHOYOS, 1960a), bradicinma (De FEO, 1963), prostaglandl-
nas (CASTRACANE et al, 1974;(SANANES et al, 1976), leucotrie-
nos (SAGRILLO et al, 1987), fator ativador de plaquetas
(ACKER et al, 1989), alem de outros estimulos artificiais
inespecificos como O6leo, solucdes isotdnicas e etc.

A reacao da ceélula decidual é complexa e envolve in-
teracbes entre endomeétrio e embrido, mudancas no sistema vas-
cular uterino, crescimento e diferenciacdo das ceélulas estro-
maticas bem como outras alteracdes (KENNEDY, 1986).

Entretanto, independente do estimulo, o aumento da
permeabilidade vascular uterina parece ser condicao '"sine qua

non" para a decidualizacao (PSYCHOYOS, 1960b).



1.2- | nflamacéao

Os seres humanos devem a inflamacao sua capacidade de
destruir, diluir ou isolar os agentes lesivos.

Estimulos fisicos, quimicos ou bioldgicos de intensi-
dade suficientes poderdo provocar lesdo tecidual cuja respos-
ta do hospedeiro a lesdao manifesta-se por alteracdes hemodi-
nami cas, resultando em vasodilatagcdo com aumento do fluxo
sanguineo local e da permeabilidade vascular com exsudacdo de
proteinas plasmaticas e finalmente acumulo de leucdcitos na
area lesada.’

Qualquer que seja a natureza da lesdo, a reacao in-
flamatdria resultante, assume um aspecto uniforme, quase es-
tereotipado. Partindo-se desta reacao estereot! pada, surgiu
a idéia da resposta inflamatdria ser mediada pela liberacao

de substancias ativas, mobilizadas endogenamente, chamadas de

"mediadores quimicos"” da inflamacao (LEME, 1981).

Estes, podem originar-se do plasma, de células ou
possivelmente dos tecidos lesados e incluem: aminas vaso-
ativas (histamina e serotonina), proteases plasmaticas (o

sistema de cininas, bradicinina e calicreina; o sistema de
complemento, Cga, C5 . C5b-C9j °

fibn-
na), metabodlitos
prostaglandinas e tromboxanos; via da lipoxigena.se, der lvados
hidroperéoxidos e !1eucotrlerios, i consti-
tuintes 1isossomicos, radicais livres derivados do
fator ativador de plaquetas (PAF), linfocinas e outros.

A mobilizacdo e ativacdo destes mediadores quimicos



sao responsaveis pelas alteracdes hemodinamicas e eventos
celulares que ocorrem no processo inflamatdério em resposta ao
agente lesivo e que culminam na destruicdo, diluicdo ou iso-
lamento deste agente

A infl amacdo portanto, ndo é um evento meramente lo-
cal. Un alto grau de complexidade a acompanha e a desenvolve
Dependendo da intensidade e persisténcia do estimulo noéxico
ela pode assumir carater benéfico com eliminacao do agente
lesivo ou maléfico com sequelas progressivas, destrutivas e
danosas para o0 organismo.

Ela é influenciada por defesas naturais do hospedei-
ro, por circunstancias que afetam 0 organismo como um todo
(desnutricdo, disfuncbes hormonais, hematoldglcas, etc) e por

at!l -

"modu-

ladores da resposta inflamatdria”. Sem o mecanismo de auto-

controle exercido pelo organismo, a inflamac&o nunca cessaria

e permaneceriamos congestos e edemaciados (ROBBINS & COTRAN,
1983).

uma cadeia

complexa de eventos onde as manifestacdes locais apenas

parte deste evento, €é uma resposta multimediada e muitimodu-

lada do organismo contra as lesdes (LEME, 1981) ande modula-

dores nervosos, hormonais e neuroendodcrinos influenciam esta

resposta



i.3 - Inflamacao Y.gr.sus Implantacao

In-
flamacdo foi demonstrada, em |Jratos, por PSYCHOYOS (1960b)

A primeira resposta a um estimulo in-flamatério é um
aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade dos vasos na
area lesada, resultando em edema tecidual

Na -fase inicial da ras mudancas
Vvisiveis sao um aumento 'do -fluxo sanguineo e da permeablllda-
de dos vasos nas areas endometriais contendo o blastocisto
(PSYCHOYOS,1960Db)

Juntamente com as alteragc8es vasculares, mudancas
celulares similares as que ocorrem na

critas no uUtero durante a implantagcdo. Um in-filtrado de célu-

las inflamatorias incluindo mastocitos (BRADON & BIBBY,
1979) ; leucd cl tos polimorfonucleares (ENDERS & SCHAFKE,
1979) e macréfagos es-
troma

Baseado nestas mudancas vasculares e celulares a ni-

dacdo =mfoi comparada a uma reacao in-flamatdria transitoria [0O-

cal (MALATHY et al, 1986; TAWFIR et al, 1987) envolvendo va-

rios mediadores 1nflamatdérlos incluindo histamina (KRAICER &

SHELESNYAK, 1958), serptonina (PSYCHOYOS, 1960b), prostaglan-

dinas (PHILLIPS & POYSER, 1981) e mais recentemente leuco-

tr ienos (MALATHY et al, 1986) e PAF aceter (ACKER et al,
1989).

va-

rias ceélulas sanguineas podem interagir entre si atraveées de

citocinas e contribuirem para a liberacdo local desses media-



estimulo hormonal especifico Sabe-se que o estrégeno degra-
nula mastécitos e da fosfo lipase Ae no
utero (SAKSENA et al, 1976) . A ativacao da fosfo lipase a2 re-
livre e liso-PAF de
membranas lipidicas. Uma vez liberado, o acido aracdoénico e
rapidamente metabolizado por enzimas intracelulares (ciclox1-
genase e lipoxigenase) em varios produtos biologicamente atl-
vos conhecidos como eidosanbides (prostaglandinas e leuco-
trienos). 0 liso-PAF é convertido em PAF, composto biologica-
mente ativo
Tanto o endométrio como o blastocisto podem liberar,
em cascata, mediadores inflamatdrios e outros fatores respon-
saveis pelo aumento da permeabilidade vascular endometrial e
inducdo da decidualizacao resultando na efetiva implantacao

do ovo

1.4 - Fator Ativador de Plaquetas (PAF, PAF-aceter)

0 fator ativador de 1 plaquetas (PAF, PAF-aceter),
FIGURA 1, foi inicialmente descrito como produto derivado de
basé f ilos de coelho sensibilizado pela l1munoglobulina E capaz
de agregar plaquetas (BENVENISTE et al, 1972). é conhecido
como 1-O-alqui 1-2(R)-acet! 1-glic:ero-3 fosforilcolina (DEMON-
POULOUS et al,, 1979, BENVENISTE et al, 1979b) mediador fosfo-
lipidico formado por diferentes tipos celulares incluindo

leucdcitos (CAMUSSI et al, 1981), macréfagos (BENVENISTE et



al, 1979a), ceélulas endoteliais (CAMUSSI et al, 1983) e pla-
quetas (CHIGNARD et al, 1979) apds estimulo imunoldgico e nao
i muno loégico.

Estad presente nas ceélulas como precursor 1-0O-alquil-
2(R) acil-glicero-3-fosfatidilcolina (Alquil-acil-G.P C ) e
sua -formacdo envolve duas vias sintéticas (VARGAFTIG et al,
1980): (1) Ativacao da fosfolipase Ag com desacilacao do al-
quil-acil-G.P.C. dando como produto o liso-PAF que possui
propriedades.fisicoquimicas similares ao PAF mas é biologica-
mente inativo. (8) Acetj.lacdao do liso-PAF pela enzima acetil-
transferase para formar o PAF que ¢é biologicamente ativo
(VARGAFTIG et al, 1981). Ambas as enzimas envolvidas na foi—
macao do PAF sao dependentes do calcio.

A inativacao do PAF ¢é efetuada pela acetilhidrolase e
acetiltransferase A acetilhidrolase converte o PAF em liso-
PAF, pela remocao do

Ela esta presente tanto no meio intra como extra-ce-
lular. A forma intracelular 'é encontrada na fracdo citosodlica
de varias células e tecidos e é resistente a acdo de protea-
ses. A acetiltransferase através do sistema de acilacao
transforma o liso-PAF no precursor inicial alquilacil-G.P.C

0 liso-PAF exdgeno é convertido princlpal mente em
alquilacil-G.P.C. e uma pequena quantidade em PAF devido a
aciltransferase ter uma maior afinidade pelo liso-PAF e/ou
maior velocidade de reacdo do que a acetiltransferase
(BRAQUET et al, 1987)

Estudos anteriores demonstraram que o alquilacil-
G.P.C tanto é precursor do PAF, como uma importante orl gem
de acido aracddénico (A.A.), sendo este um dos maiores acldos

graxos incorporados ao precursor ‘inicial Portanto, o ciclo



de desacilacao-reacilatao pode realizar um importante papel
na regulacao celular ativando ceélulas e liberando PAF e AA
atravées de um mecanismo comum ‘(desacilacao) seguido pela 1 na-
tivacao (reacilacao), retornando as celulas aos seus estados
inativos.
dependentes da
espécie
venosa do PAF em espécies animais diferentes é seguida por
efeitos (ratos, cobaia,
, aumento da re-
sisténcia das vias aéreas (cobaia), aumento da permeablll dade
vascular (ratos e cobaias), trombocltopenia, neutropenia e
morte em algumas espécies animais.
0] PAF esta envolvido em inumeras condicoes
mfisio pato l6gicas incluindo trombose arterial, choque endoto-
miocardica e cerebral, doencas renais,
imunoldégicas e numa Vvariedade de doencas Inflamatorias
(BRAQUET et al, 1987, PIROTZSKY & BRAQUET, 1988, ACKER et al,

1989; SPINKS et al, 1989) .

1.4.1 - Aspectos Reprodutivos do Fator Ativador de Plaquetas

1.41.1 - PAF na Owvulacao

No ovario, mudancas sequenciadas na maturagcdao do to-
liculo de "Graf-f* culminam com a ruptura do foliculo e libe-

racao do ovulo (DAPHNA-IKEN et al,-1989).



Atencdo tem sido dada recentemente, as alteracoes
bioquimicas que levam a ruptura folicular. 0 papel essencial
da protedlise na ovulacdo, sugerida por SHOCHET (1916) tem
sido confirmado baseado na evidéncia da participacao da cas-
cata proteolitica (MORALES et al, 1983; TSAFRIRI et al, 1989)
envolvendo o -fator ativador de plasmi nogénio tecidual, plas-
mina e colagenase culminando'na degradacdao do colageno (cola-
genodlise) e contribuindo para a ruptura do foliculo.

Na ovulacdo. observou-se um aumento da permeabilidade
vascular seguido de hiperemia e edema do tecido ovariano além
de um infiltrado de células inflamatdrias locais. Baseado na
similaridade entre ovulagcdo e inflamacao (ESPEY, 1980) levan-
tou-se a possibilidade do envolvimento do PAF na ovulacao
(ABISOGUN et al, 1989)

0 tratamento com antagonistas seletivos do receptor-
PAF administrados localménte no ovario, durante o periodo
pré-ovulatorio, em ratas, confirmou a acdo do PAF como blo
queador da ovulacdo em reesposta a estimulo gonadotré6flco
exogeno (DAPHNA-IHEN et al,
capazes de inibir a colagendlise ovariana e a permeabilidade
vascular eventos que precedem a ruptura do foliculo

A origem celular primaria e o "alvo"™ da acao do PAF
na ovulacdo ainda nao foram esclarecidos. Supde-se que o PAF

e a ativacao
de trombodceitos e leucdcitos in vivo e in vlilro Os neutrofl-
los contém proteases que degradam a "matriz © folicular e
aumentam a perrﬁeabilidadle epitelial (MILKS et al, 1986)
favorecendo a ovulacao ¢é possivel também que
seja mediada via elcosand;des (prostaglandlnas e leucotrie-

nos) O pico de LH pré-ovulatorio estimula a colagendlise
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ovariana, a cicloxigenase, Ilipoxigenase e aumenta o fluxo
sanguineo ovariano 0 aumento da colagendlise ovariana e
permeabilidade vascular parecem ser mediadas por produtos da
cicloxigenase (prostaglandinas), lipoxigenase (Leucotrienos)
e PAF.

Portanto, o PAF parece atuar na ovulacao, via eicosa-

noides, provavelmente envolvendo leucdcitos.

1.4.1.2 PAF, na Implantagcdo do Ovo

pelo

para o reconhecimento materno da gravidez. Esta pre-

sente no liguido amnidético humano (BILLAH et a1> 1985) e as

enzimas envolvidas no seu metabolismo foram encontradas no

tecido amnidtico (BAN et al,” 1986) onde o PAF =mfoi sintetiza-

do .

descrita inicial-

mente por O'NEILL (1985) que observou uma reducdo na contagem

do oVvo,

em camundongos. Esta trombocitopenia foi também produzida

pela injecao intra-peritoneal, em camundongos esplenectomiza-

dos, do meio de cultura de embrides produzidos nas -fertil iza-

cOes - confirmando a producao
do PAF pelo embr!l ao

O potencial da gravidez, nas transferéncias de em-

bri oes tem sido correl acionado

com a producao de PAF pelo embrido, sugerindo o papel do PAF

no estabelecimento da gravidez
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A nivel embrionario, o PAF -foi capaz de estimular g

catabolismo a

COg, podendo este, ser usado como marcador para a
viabilidade 0 aumen-
to no metabolismo dos carboidratos demonstrou um e-feito dire-

to do PAF no desenvolvimento embrionario.

Em ratosj como em outras espécies de mamiferos, a

por um aumento da permeablli-

dade vascular endometrial nas areas contendo o blastocisto
(PSYCHOYOS, 1960b) facilitando a decidualizacdo 0 PAF exibe
propriedades vasoativas e quando injetado nas proximidades da
microvasculatura, causa um aumento da permeabilidade vascular
(ARCHER et al, 1987), edema (CORDEIRO et al, 1987) e ativacao
plaquetaria ACKER (1988) demonstrou que o PAF i nj etado

lntra-dtero, em ratas sensibilizadas pelos hormdnios da gra-

plantacado do ovo

0 inficio da gravidez Ilembra uma resposta in-flamato-
ria, sugerindo o papel do mediador inflamatdorio PAF, na
varlos
iatores de crescimento: -fator de crescimento derivado de pla-
quetas (P.D.G.F.), -fator ativador de tecido conectivo; fato-
res de crescimento e promotores de adesdo semelhantes a 11 -

bronectina. Quando ativadas, por acdo do PAF, !iberam
, crescimento do

tro-foblasto na parede uterina durante a lmplantacdo do
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de producao uterina de
do a gestacao
Os niveis de PAF intra-atero estdo aumentados no
mi cio da gravidez lcancam um pico no quarto dia (periodo
retornam ao normal por volta do sétimo dia
(ANGLE et al, 1986)
Além do PAF., . outros mediadores Inflamatérlos tém sido
implicados como imciadores da reacdo decidual. 0 PAF é capaz
leucotrienos em
varios tipoS celulares e tecidos (HENNEDY, 1977) e estes
apresentam também propriedades vasoativas I nfluenciando as
respostas deciduais que precedem a implantagcdo do ovo (ACKER
et al, 1988)
A envolve
portanto, uma cascata de mediadores quimicos.
0 papel do PAF no processo reprodutivo, em roedores,
so -foi confirmado apdés o uso de antagonistas seletivos do
PAF, administrados durante o periodo pré-implantacao, capazes

de inibir a nidacao

1.4.1.3 PAF, na Contratil idade Uterina

do PAF,

na contratilidade uterina.
MONTRUCHIO et al (1986) mostrou que o PAF é capaz de
gravidas,
atribuindo este efeito a producdo de eicosandides MEDEIROS &

CALIXTQ (1989) demonstraram que o PAF também a-feta a reativi-
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dade uterina por induzir respostas contrateis em Uteros
isolados de rata gravida e ndo gravida.
Ndo se sabe porém, se o PAF atua diretamente no mio-

meétrio via receptor especifico ou indiretamente através da

estimulacdo da sintese de eicosandides Talvez ele possa 1 n-
fluenciar na reproducao por regular a contratilidade uterina
1.5 - Antagonistas Seletivos do PAF-aceter

Somente com a descoberta e extracdo de inibidores es-
pecificos do PAF foi possivel estabelecer o seu papel em va-
rias condicbes fisiopatoldgicas Trés classes diferentes de
antagonistas seletivos do PAF foram descritas: (1) Analogos
do PAF com marcada propriedade antagonista: CV39B8, RQ193704,
SRI163441 e compostos derivados, etc. (2) Produtos naturais
incluindo os terpendides (Ginkgolides BN 52020, BN 52021,
BN 52023, BN 52024 e outros) e o lignan Kadsurenone ou
derivados de produtos naturais semelhantes ao neo-1i gnan
L 652.731. (3) Compostos sinteticos incluindo o RP 48740 e os
hetrazepinicos (WEB 2086 e WEB 2170), além de outros compos-
tos recentemente sintetizados.

Alguns destes compostos tém sido utlllzados por
varios pesquisadores para estabelecer o papel de PAF no pro-

cesso reprodutivo, tais como, ovulacéao,

gravidez. Dos trabalhos'realizados anteriormente, nenhuma
de tais
estudos terem sido realizados em espécies diferentes, empre-

gando antagonistas do PAF com estruturas quimicas diversas,
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esquemas de dosagem e via de administracao distintas e sob
condicdes experimentais variadas.

Para esclarecer a
tivo, o presente trabalho utilizou um potente antagonista
seletivo do receptor-PAF, o WEB 2170, sintetizado recentemen-

te, com os objetivos abai Xxo mencionados

1 6&6- Objetivos

<1> Observar os efeitos do antagonismo do PAF na im-
plantacdo do ovo, organogénese fetal e contratilidade uterl-

na

(2) Verificar se ha relacao dose resposta no efeito

(3) Comparar os efeitos do WEB 2170 com drogas com
atividade antiinflamatdoria, na nidacao

(4) Analisar a especificidade do WEB 2170 em antago-
nizar o PAF, no modelo animal de inflamacao aguda, induzida

por diferentes agentes flogisticos.



CH-

PAF—

FIGURA 1 -

ch’—o-r
|

cl—h
\ /CH;
chl- o - p-o - (ch2)?2- \T— ch;
0O-0 CH,
aceter R = CfH3% ou
Estrutura do PAF e seus antagonistas estudados
(BN 52021,

RP 48740, WEB 2086 e WEB 2170)

15



2 MATERIAL

2 1 ~ Animais Experimentais

Ratos albinos (/Pafttfs sorves'.!eus» ), variedade Wistar,
de ambos os sexos, provenientes do Biotério do Departamento

de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Cea-

ra
Os ratos -foram mantidos em condicbes ambientais seme-
Ihantes, com ciclos claro/escuro de 12 em 12 horas, recebendo

racao em "pellets” (Purina) e agua "ad libitum”

2.2- So_lug.Qgs. F.i.si.Q.lgligas

As solucgdes fisioldgicas -foram preparadas com sais de
pureza analitica (MERCK) As concentracdes -foram expressas em
mil imolar (mM) | \

- Solucao salina

NaCl 154
- Solucao de De Jaion
NacCl 154. KC1 5,3; CacCl2 0,6, NaH2PO4 0,3, NaHCOg
6,9, Glicose 2,7
- Solucao de Tyrode
NacCl 136; KC1 2,68; CacCl2 1,8, MgCIl2 0,92, NaHPO4

0,36; NaHCO03 11,9, Glicose 5,5

16



2.3 - Reagentes e Corantes

ALCOOL ETiLICD

17

(R A. Prod Quimicos)

DIMETILSULFOXIDO (D.M.S.0.) (REAGEN)
ETER ETILICO (REAGEN)
GLICINA (E. MERCK)
HIDROXIDO DE SODIO (REAGEN)
LAURIL SULFATO DE SODIO (REAGEN)
TIMOLFTALEINA MONOFOSFATO (SIGMA)
2.4- Drogas

Benzoato de estradio!l (SIGMA)
BN 52021 (HENRI BEAUFOUR INSTITUTE)
Carragen ! na (SIGMA)
Cloreto de acetilcolina (SIGMA)
Cloreto oe bario (REAGEN)
Cloreto de calcio (REAGEN)
Cloreto de potassio (GRUPO QUIMICA)
Dexametasona (DECADRON - M.S.D )
Dietileslllbestrol (SIGMA)

- EP 10161 (HENRI BEAUFOUR INSTITUTE'

- B-Hidroxitrlptamina (SIGMA)

- Indometacinina (INDOCID - M S D )

- Levedura de cerveja
Ocitocina |
P A.F

(Fator Ativador

(MEAD JOHNSON)
(CEME)
de

Plaquetas) (HENRI



BEAUFGLJR

RP 48740

WEB 2006

WEB 2170

INSTITUTE)

(RHONE-POULENC SANTE)
(BOEHRINGER INGELHEIM)

(BOEHRINGER INGELHEIM)
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3 METODOS

3.1 - Experimentos "in vivo*

3 A1 - Efeito de Antagonistas Seletivos do Receptor PAF
BN 52021. RP 48740, WEB 2086 e WEB 2170 sobre a Im-
plantacdo do Ovo e Gravidez, em Ratas

Ratas Wistar (150 - 200g) de comprovada fertilidade
foram acasalados com fémeas de ciclo regular, na fase pro-es-
tro do ciclo estral A presenca de espermatozdides no esfre-
gaco vaginal, visualizados por microscopia Optica, indicava o
12 dia da gravidez. Estes animais foram selecionados ao acaso
em 4 grupos de 6 animais cada e 1 grupo de 10 animais Cada
grupo de 6 animais toi tratado com BN52021 (IOmg/Kg, 1 .P.),
RP48740 (IOmg/Kg i p ), WEB2086 (IOmg/Kg 1 P.) ou WEB217C
(IOmg/Kg, 1.p ) e o grupo de 10 animais (controle) com o vei-
culo dimetilsulfOHido (D.M.S.O.) a 5% (2mg/Kg, i.p.) em 154mM
de NaCl no qual as drogas foram suspensas ou dissolvidas To-
dos os grupos foram tratados do 42 ao 62 dia da gravidez com
as drogas acima citadas, em uma

No 10° dia da gravidez
zados sob ligeira anestesia com éter etilico e o n2 de sitios
de implantacdo nos

de si tios de implanta-
cao era considerada como critério de | 0

abdome era fechado e esperava-sé o término da gravidez,

19
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gquando entdo verificava-se o tempo de gestaciao nimero de -fi-

Ihotes nascidos por animal e as perdas fetais em cada grupo

Com a finalidade de avaliar a poténcia destes antago-
nistas do PAF no periodo mais precoce da gestagdo foram
escolhidos, ao acaso, 3'grupos de 6 animais cada

0 19 grupo (controle) recebeu o veiculo D.M.S.O. a 5%
(2m1l/Kg, 1 P ) em 154mM de NaCl o 29, o WEB 2086 (5mg/Kg,
1. p) eo

Todos os grupos foram tratados do 19 ao 79 dia da

as drogas acima citadas, em uma unica iNnj ecao

diaria No 109 dia da gravidez, as ratas foram laparotomi za-
das, sob ligeira anestesia com éter etilico, e o n9 de sitios
nos cornos uterinos foi verificado e anotado

para cada animal 0 abdome era fechado e esperava-se o térmi-
no da gravidez, verifl cava-se o percentual de
de Fllhotes nas-

cidos por animal e as perdas fetais em cada grupo

3.13 Dlas 8 a 14 da

Com o0 intuito de averiguar possiveis efeitos sobre a
organogénese fetal, o WEB 2086 e WEB 2170 foram administrados

do 82 ao 142 dia da gravidez.
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Trés grupos de 6 animais cada, foram escolhidos

aleatoriamente 0 19 grupo -foi tratado com o veiculo D.M.S.O

a 5% (Sml/Kg, i p ) em 154mM de salina, o 29, com WEB 2086

(GBmg/Kg, i p ) e o 39. com WEB 2170 (5Gmg/Kg, 1 .p )
Esperava-se o0 término da

verificava-se o tempo de gestagcdo e o n9 de -filhotes nascidos

por animal

3.1.4 - E-feito do WEB 2170, em Doses Crescentes, sobre a
Implantacdo do Ovo, em Ratas

Com o objetivo de verificar se doses crescentes do

WEB 2170, potencializava seu efeito anti-implantacao, foram

escolhidos ao acaso 4 grupos de 6 animais cada 0 19, foi
tratado com o WEB 2170 na dose de Img/Kg, !.p., 0 29 na dose
de 5mg/Kg, ! p., 0 39 na dose de IOmg/Hg, i.P e o 49 na dose
de 20mg/Kg, i P

Todos o0s grupos foram tratados do 49 ao 69 dia da
gravidez, com a droga, em uma Unica injecao diaria.

No 109 da gravidez, realizava-se laparotomia e
verificava-se o n9 de s tios de implantacdo por rata gravida

A completa auséncia de sitios de implantacdo era
considerada c.omo criterio de inibicado da gravidez.

0 mesmo procediment{o foi -feito com a droga, nas doses

de iOmg/Kg e BOmg/Rg, por via oral.
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3.1 5 - Efeito de Inibidores da Fosfolipase Ag, Cicioxigenase
e Lipoxigenase sobre a Implantacdo do Ovo, em Ratas

Sabendo-se que, um processo inflamatéono transitdorio
envolvendo o mediador lipidico PAF, se -faz necessario para a
implantacdo do blastocisto no utero, -foi levantada a possibi-
lidade do envolvimento de outros mediadores quimicos no pro-

cesso reprodutivo

Foi analisado . um inibidor de clclox i genase
(Indometacina), da !|ipokigenase (EP1016i) e da -fos-fol i pase Ag
(Dexametasona)

Trés grupos de 6 animais cada -foram escolhldos ao

acaso 0 12 grupo -foi tratado com oexametasona (0,05mg/Kg,

1 P ), o0 22 com ! ndometacina (mg/Kg, p o ) e o 32 com o©
E010161 (Omg/kg: i p.), em dose uUnica diaria, do 42 ao 6°
dia da gravidez dia da gravidez, laparotomia era

cava-se 0 n2 de implantes por rata gravlda

A completa auséncia de implantes era considerada como cri te -

3.1.6 - E-feito da Associacdo de Inibidores da Ciclox1genase,
Lipoxigenase e PAF, sobre a Implantacado do Ovo, em
Ratas

Com o oObjetivo de verificar se a associagcao de
multiplos inibidores da resposta 1nflainatdorla, potencializava
o e-feito anti-implantacao, -foi escolhido, ao acaso, um grupo
de 6 animais e tratado com um inibi-dor da cicloxigenase (In-

dometacina) na dose de 5mg/Kg, p O., um da lipoxigenase
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i p , e un inibidor do PAF (WEB
Os animais foram tratados do 49
ao 69 dia da gravidez com as drogas, em dose UGnica, diaria
No 109 dia da gravidez, Ilaparotomia era realizada e verifi-
cava-se 0 n9 de implantes por rata gravida. A completa ausén-
cia de implantes era considerada como critério de imbicao da

gravidez

3.1.7 - Edema Inflamatdrio Agudo Induzido por PAF Carragenl-
na e Levedura de Cerveja, na Pata Direita de Ratos

C WEB 2170 -foi testado no modelo de edema inflamatc-
rio agudo induzido por diferentes agentes -flogisticos para
verificar possiveis e-Feitos antiinFlamatd rios especi-ficos e
I nespeci ficos

INnj etava-se o PAF, c$rragemna e levedura de cerveja
na pata direita de ratos e verificava-se 0O volume da pata,
por pletismégrato antes e apds a injecao do agente -Flogis-
tico

Método P!l etismogra+ico

Uma variante do método de Domenjoz (1954) descrito
primeiramente por HILLBRECHT (1754> e aperfeicoado por WINTEP
et al (1957) -Foi utilizada para fins de medida do volume das
patas dos animais. 0 aparelho utilizado, o pletismdgrafo,
encontra-se representado na FIGURA 2

A pata traseira direita do animal mFoi estendida
rirmemente e introduzida até um determinado ponto de re-Ferén-

postero-proximal da proeminéncia do calcanhar) em
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um recipiente cheio (B) por onde o fluido desloca-se para o
interior de um tubo horizontal graduado (O.OIml) ©), por
intermédio do qual a leitura do volume foi registrada 0

fluido utilizado foi uma solucdo de lauril sulfato de sdédio a

graduado (C) fosse aberto a atmosfera, a pata do animal foi
entdo imersa no vaso (B) até que o ponto de referéncia esti-
vesse alinhado com o menisco do fluido visto na parede do va-
so durante 2 a 4 segundos, quando entao ocorreu o deslocamen-
to do fluido, remocdo da pata do animal e realizacao da lei-

tura no tubo graduado (C)

31 71 - Efeito do WEB 2170 e Indometacina no Edema de Pata
Induzido por PAF

Ratos Wistar machos pesando 120 1509, escolhidos
aleatoriamente foram divididos em 3 dg'rupos de 6 animais cada
0 12 grupo (controle) foi tratado com o veiculo D,M.S 0. a 5%
2ml/Kg, 1 p em 154rinM de|salina), o0 22 com o WEB 2170
(5mg/Kg, i P ) e o 32 com Indometacina (bmg/Kg, p o ) uma
hora antes da
PAF a 0)002% na pata traseira direita

0 volume da pata f(lai medido por pletismdégrafo antes e
2h apdés a injecao do agente flogistico.

A atividade anti-edematogénica das drogas foi consl-

derada em termos de inibicao percentual do edema, de acordo
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com a seguinte formula

Percentagem de inibicdo = 1 - - x 100., onde V<. e V

correspondem a média das diferencas entre as medidas das pa-

tas nos grupos tratados e controle respectivamente.

3 1.7.2 Efeito do WEB 2170 e Indometacina no Edema de Pata
Induzido por Carragenina

Ratos Wistar machos pesando 120 150g, escolhidos
aleatoriamente foram divididos em 3 grupos de 6 animais cada

0 12 grupo <(contraie) foi tratado com o veiculo , o]
22 com o WEB 2170 (5mg/Kg, ®.p.) e o 32 com Indometacina
(5mg/Kg, p. 0.), uma hora antes da injecdo subplanrar de O,Iml
de uma solugcdo de carragenina a 17, na pata traseira direita
(WINTER et al, 1P62) 0 volume da pata foi medido por pletis-
mografo antes e 3h apds a agente flogi tico A
inibicdo percentual do edema foi calculada segundo a férmula

citada no item 3 1 7.1

3 1.7 3 Efeito do WEB 2170 e EP 10161 no Edema de Pata In-
duzido por Levedura de Cerveja

Ratos Wistar machos pesando 120 - 150g, escolhidos
aleatorlamente foram divididos em 3 grupos de 6 animais cada
0 12 grupo (controle) foi tratado com o veiculo, o 22 com o
WEB 2170 (bmg/Kg, ! p.) e o 32 com. EP 10161 <lOmg/Kg, ip ),

uma hora antes da injecdao subplantar de O.Irnl de uma solucao
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de levedura de cerveja a 2,5% na pata traseira direita O vo-
lume da pata foi medido por pletismografo antes e 3h apdés a
infjecao do agente flogistico A inibicao percentual do edema

-foi calculada de acordo com a férmula citada no item 3 1.7 1

3 1.8 E-feito do WEB 2170 sobre o Ciclo Estral em Ratas

Dois grupos de 5 animais cada (ratas 150 2009)
escolhi dos baseado ria existéncia de 2 ciclos estraib
consecutivos normais =sforam tratados com o veiculo D.M.S.O a
5% (O,Iéml, i p ) ou com o WEB 2170 5mg/Rg, i.p.) por 10
dias. Durante todo este periodo examinava-se e anotava-se

diariamente a -fase do ciclo estral na qual Oos animais se
encontravam, atravées da colheita da secrecdo vaginal e obser-
vacao a microscopia oOptica.

Apds 0 término do tratamento seguia-se o0s animais por
mais 20 dias, com o intuito de observar a persisténcia ou nao

do e-feito do WEB 2170

3.1.9 - E-feito do WEB 2170 sobre a Atividade Uterotrépica In-
duzida pelo Estrogeno e nos Niveis de Fos-fatase Al-
calina, em Utero de Ratas Imaturas

Neste ensaio foram utilizados 4 grupos de ratas
Wistar imaturas com 28 30g de peso e 19 21 dias de idade.
com 5 animais cada 0O 13 grupo (controle) foi tratado com o

veiculo (O,iml de o6leo de milho, a 5% (veiculo
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do WEB 2170) O,I6rril, i p , 0o £9 <com o estrogeno padrao
(benzoato de estradiol) O,lug/animal, sc, ¢ 35 com o WEB 2170
(5mg/Kg) 0,16ml, i p e o 49 com estrobgeno padrao + WEB 2170
Todos os grupos foram tratados durante 3 dias consecutivos e

no 49 dia o0s animais eram sacrificados por deslocamento

cervical, reti rados comparados entre
0sS varios grupos a atividade da
fosfatase alcalina em homogenato de cada Utero de rata 0

homogenato =foi preparadot adicionando-se salina e utilizando-
se um micro-homogenizador para maceracdo do tecido
A atividade da fosfatase alcalina foi verificada
segundo o0 método de ROY modificado (1970) baseando-se no
principio de que a fosfatase alcalina hidrolisa a timolfta-
cor
azul em meio alcalino
T (Teste) e P
cada tubo O,Im! do substrato (ti-
e Im!l da tampao (gllclna
O,1M, pH 10,5) No tubo foi adicionado 0, Im! da soO-
(fosfatase alcalina 45 /1). Todos os tubos foram
incubados em banho-maria a 37°C durante 2 minutos Apdés este
periodo foi adicionado no tubo T (Teste) O,Iml da amostra
(homogenato de uUtero) e novamente incubados durante 10 minu-
tos (cronometrados-i Os tubos foram entao retirados do
maria, acrescentando-se 4ml do reagente de cor (NaOH 0. OEM)
em cada um deles A intensidade da coloracao formada era di-
retamente proporcional a atividade enzimatica medida em es-
pectrofotbmetro (590nm) e calculada de acordo com a formula:
absorbancia do teste

u/L x 45
absorbancia do padrao
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Os experimentos foram realizados em duplicata

3 2 Experimentos "in wvitro"
3 21 Utero Isolado de Rata nao Gravida
Supondo-se que a contratilidade uterina pudesse I n-

terferir na implantacdo do ovo -foi estudado o e-feito do WEB

induzidas por varios agonistas

3.2.11 E-feito do WEB 2170 sobre as Contracdes Induzidas
por Acetilcolina Ocitocina, Serotonina, Cloretc
de Bario e Cloreto de Potassio

Este experimento -foi realizado segundo o método de
HOLTON (1948) Foram utilizadas ratas virgens (150 2009g)
mediante prévia estrogenizacao (18 horas) com dietilestil-
bestrol (0O,iml/100g de peso, sc)

Os animais eram sacrificados por meio de pancada na
nuca e em seguida -feito seccdo de seus vasos cervicais

Apb6s serem colocados em decubito dorsal uma incisao
em -forma de “V" era mfeita rja regiao abdominal A pele e a ca-
mada muscular eram rebatidas, os intestinos afastados e os
cornos uterinos localizados e retirados 2 a 3cm de suas ex-
trem ldades 1/3 distais do ovario e colo uterino e

transferi dos imedi-atamente para uma placa de Petri contendo a
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solucao Nnutritiva de DE JALUN aerada continuamente Os
tecidos -foram montados em banho de per-fusdo para musculatura
lisa adaptado a uma camara de iOml de capacidade contendo a
solucao de DE JALON, aerada e mantida a temperatura constante
de 29°C.

As contracdes provenientes do uso de diferentes con-
centracdes de drogas, -foram registradas em tambor modvel de
quimogra-fo, através de uma alavanca isotdnica com uma tensao
de 0,5g e ampli-ficacdo de seis vezes.

0 tecido permaneceu em repouso por 30 a 40 minutos
para estabilizacdo, sendo em seguida registradas respostas

contrateis para acetilcolina <1,1 x 5-hidréx1 tri pta-

mina <0,28 h 10_/M).,, ocitocina (2,98 h 10—"M), cloreto de
bario <4 x 10 e cloreto de potassio <5,3 x 10~"M) , em
intervalos de 5 minutos, antes e apds a incubacdao com o WEB

2170 em concentracdes crescentes (5 a 20 ~Jdg/ml) durante 3

mi nutos

A IC5Q <concentracao do WEB 2170 necessaria para
produzir 80 de inibicao da resposta do agonista) -foi obtida
graficamente a partir da realizacdo de 4 registros com cada
agonista utilizado com o objetiva de avaliar a poténcia do

WEB 2170 -frente a cada um deles

3 2.1.2 - E-feito do WEB 2170 na Presenca de Doses Crescentes
de Calcio, sobre as Contracdes Induzidas por
Acet ilcoli na '

Concentragfes crescentes de CaClg <1,2 a 4,8mM) -foram

utllizadas ap6s a incubacdo com o WEB 2170 na dose de
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20 ~ig/ml por 3 minutos e antes da resposta contratil a ace-

ti lcolina <0,57 % 10‘“6M>

3 2.2 - uUtero Isolado de Rata Gravida

3.2.2.1 - Efeito do WEB 2170 sobre a atividade espontanea de
utero gravidico

Com o objetivo de wverificar se o WEB 2170 modificava

as contragcdes espontidneas em uUtero gravidico, ratas Wistar.

em n9 de "6", foram sacrificadas no 69 dia da gravidez. Seg-
mentos entre 2 ~ 3cm dos cornos uterinos foram retiradas,
mantidos em camara de perfusdo com capacidade para |Oml e

banhados com solucdo nutritiva de DE JALON a 29°C. Contracgdes
i sotdni cas contra um peso de Ilg foram registradas em
quimografo

As contragcbes espontdneas foram registradas por um
periodo de 10 minutos sendo em seguida adicionado ao banho o

WEB 2170 nas concentragcdes de 5yjg/ml e depois 10%ig/mi

3 2.3 - Efeito do WEB 2170 sobre as Contracbes Induzidas por
Acetilcolina em Jejuno Isolado de Rata

Ratas W.istar, escolhidas aleatoriamente, em numero de

4, pesando 150 - 200g, foram mantidas em jejum durante 48

horas antes ds serem sacrificadas. Apds o sacrificio, por
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meio de pancada na nuca seguida por secgcdo de seus vasos
cervicais, uma incisao em forma de "V" era feita no abdome
Un seguimento de jéejuno com 2,5cm de comprimento era
retirado, lavado com solucao nutritiva de Tyrode e montado em
uma camara de vidro contendo iOml da solucao Nnutritiva,
aerada continuamente, a 37°C

Apos um periodo de estabilizacdo de 30 a 40 minutos.

o registro das respostas contrateis a acetilcolina

(1,12 x 10_i>M) foi entdo iniciado em intervalos de 5 minutos
antes e apds a incubacdo com o WEB E170 em doses crescentes
(5, 10 e 20 g/ml) por 3 minutos Qs registros foram efetuados
em um tambor modével de qguimogra-fo, atravées de uma alavanca
isotbnica de inscricao frontal com uma tensdo de 0,5g e uma

amplificacdo de 6 vezes

3.3 - Métodos Estatisticos

Os resultados em todos os experimentos que exigiram
uma analise estatistica foram expressos como MEDIA + E F
(erro padrdao da média) A significancia estatistica foi
calculada de acordo com o teste 't de Student", obedecendo

aos niveis de sigmficancia de p < 0,05 e p ( 0,01



4 - RESULTADOS

"in vivo"

4 1.1 - E-feito de Antagonistas Seletivos do Receptor PA F |
BN 52021, RR 48740, WEB 2086 e WEB 2170 sobre a Im-
planta do Ovo e Gravidez, em Ratas

A TABELA 1 e a FIGURA 3 mostram os efeitos dos anta-

gonistas acima citados sobre a implantagcdo do ovo e gravidez

em ratas

Dentre os grupos tratados apenas os que receberam o
WEB 2086 e WEB 2170 foram capazes de inibir a gravidez num
percentual de 33 e 66,67., respectivamente Dos animais que

estati sti ca,

quando comparados ao controle, no nO de sitios de implantacao
por rata gravida. 0 <2 de filhotes nascidos por animal foi
significativamente menor (p < 0,05) em todos os grupos trata-
dos, quando comparados ao controle. As perdas -fetais foram de
35,07., 47,87 .; 43,5% e 47,67. para O0s grupos tratados com
BN 52021. RR 48740. WEEI3 2086 e WEB 2170, respectivamente, na-
vendo diferenca estatistica nestes percentuais quando compa-
rados ao controle (P < 0,05)

Apenas o grupo tratado com o WEB 2170 apresentou
prolongamento do tempo de gestacdo (27,5 = 0,4 dias) quando
comparado ao controle (p < 0,05)

Os filhotes nasci

33



TABELA 1
WEB 2170 sobre a
. CONTROLE
PARAMETROS .
(VEICULO)
H9 DE ANIMAIS TFATADOS 10
N° DE IMPLANTES/ANIMAL 10,10,9,8,11
8,6,10,10,9
X DE INIBICAO DA GRAVIDEZ 0
H9 de ihplantes/rata gravida 9,3 +0,3
(MEDIA + EP )
N? DE FILHOTES NASCIDOS/ANIMAL 10,10,9,7,11
8,8,10,10,9
N9 DE FILHOTES NASCIDOS/ANIMAL 9,2 +04
(MEDIA + E.P))
X DE PERDAS FETAIS 2,8
TEMPO DE GESTACAO (DIAS) 823 + 0,8

(MEDIA + E.P))

- Todos os animais

foram tratados do 4? ao OR dia da

1 P - lntraperit.oneal

* p < 0,05

** p < 0,01

Efeito de antagonistas seletivos do PAF,

DN 58081

IOmg/Kg, i.p.

0

11,18,8,18,7,10

0
10,0 +-0,8

4,5,6,10,6,8

65 + 0,9

85,0

285+ 08

RP 48740
{Omg/Kg, i.p.
6

9,9,8,11,7,10

0

9,0 + 0,6

4,5,4,5,4,6

47 + 0,3

47,8

28,8 + 0,8

BN 52021,

RP 48740,

implantacdo do ovo e gravidez em ratas.

WEB 8086
tOag/Kg, i.p
6

9,8,11,9,0,0

83

92 + 0,6

6,6,5,4,0,0

52 + 0,5

43,5

239 + 0,5

gravidez

WEB 2086

WEB 2170
iOag/Kg, i.p.
6

0,10,11,0,0,0
66,6
105 + 0,5

0,6,5,0,0,0

55 +05

47,6

275 + 0,4
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FIGURA 3 - E-feito dos antagonistas do PAF (WEB 2086 e WEB
2170) sobre a gravidez, em ratas tratadas do 40
ad 69 dia da gestacdo, mostrando inibicdo comple-

ta dos sitios de implantacao uterina
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anatbmicas visiveis

As estruturas destes antagonistas do PAF estudadas

encontram-se demonstradas na FIGURA 1

4 12 Efeito do WEB 2086 e WEB 8170 sobre a Implantagcdo do
Ovo nos Sete Primeiros Dias da Gravidez, em Ratas

Os resultados ' deste experl mento encontram-se
demonstrados na TABELA d

Os grupos tratados com o WEB 2086 (5mg/Rg, i p ) e
com o WEB 2170 (5mg/Kg,
cdo da gravidez de 33 e 507., respectlvamente Dos animais que
apresentaram implantes houve reducdo signiflcatlva no n9 de
implantes por rata graviaa <p < 0,05) e no n5 de filhotes
nascidos por animai <p < 0,01) quando comparados ao contrale

0 grupo tratado com o WEB 2086 apresentou 22.6% de
perdas -Fetais diferindo significativamente ((p < 0,05) qua ndo
comparado ao controle e mostrou apenas 5%

de perdas -fetais

i
4 13 Efeito do WEB Dias 8 & 14 da
Gravidez,

t
Neste, experimento, as ratas gravidas tratadas com o
apresentaram aumento do volume

abdominal e nem nascimento de filhgtes. No 280 dia da gravl!-

0os animais foram sacrificados e foi observado readsorcao



TABELA 2. Efeito do tratamento com O WEB 2086 e WEB 2170 sobre a implantacao

ovo e gravidez em

PARAMETROS

N5-DE ANIMAIS TRATADOS
N° DE IMPLANTES/ANIMAL

X DE INIBICAO DA GRAVIDEZ
N? DE IMPLANTES/RATA GRAVIDA

(MEDIA + E P.)

N? DE FILHOTES NASCIDOS/ANIMAL

(MEDIA + EP.)
X DE PERDAS FETAIS

TEMPO DE GESTAGAO (DIAS)
(MEDIA + EP |

CONTROLE WEB 2086
(VEICULO) jfflg/Kg, L.PL
6 A
1179,9,10,10,8 0,2,9,8,0,12
0 .in#

95 + 04 7,7 £ 21
8,6 £+ 0,5 6,0 + 147
8,7 22,6
22,2 + 0,16 22,5 t 0,29

- Os animais foram tratados do 10 ao 70 dia da

*

** p < 0,01

p < 0,05

WEB E-170
5®g/Kg, i.p.
6
7,0,9,0,4,0

50

6,6 + 16
6,3 + ¥4

5,0

23,3 + 0,66

gravidez

do
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completa dos fetos, sem anormalidades anatdbmicas visiveis no
atero e ovario. As completas reabsocdes encontram-se demons-
tradas na FIGURA 4

0 grupo controle, tratado com o veiculo. apresentou
tempo de gestacdo normal <222 + 16 dias) e o n9 de filhotes

nascidos por animal foi de 8,6 + 0,5

4 1 4 - Efeito do WEB 2170. em Doses Crescentes, sobre a
Implantacdo do Ovo em Ratas

Os resultados deste Experimento encontram-se demons-

trados na TABELA 3

Nos grupos tratados com 1, 5 e I1O0mg/Kg, i.p , houve
inibicdo percentual 33,3; 50 e 66%, respectl-
vamente 0O WEB 2170 nas doses de 5 e IOmg/Kg, ! pP., aumentou
significativamente o percentual de inibicao de gravidez
quando comparado com o WEB 2170 na dose de Img/Rg, 1 P
(P < 0,01).

Com doses crescentes do WEB 2170 (10 e 20mg/Kg) via

oral nao houve aumento da inibic&ao da gravidez que atingiu um

tisticamente entre os Jgrupos tratados ) exceto o
grupo tratado com o WEB |'2170 20mg/Kg., i P gue apresentou
reducdo no n9 de 1mplantes quando comparado aos grupos
tratados nas doses de iOmg/Kg, 1 p e P o e 20mg/Kg, p o

(o < 0,05)



FIGURA 4
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TABELA 3 E-feito do WEB 2170. em doses crescentes, sobre a implantagcdo do ovo, em

ratas

TRATAMENTO NP DEJHPLANTES/ANIHAL X DE INIBICAO

DOSE NP DE ANIMAISIGRUPO NP DE IMPLANTES/ANIMAL ,

(WEB 2170) (MEDIA + E.P.l DA GRAVIDEZ
tsg/Kg, i.p 6 10,9,11,8,0,0 95 + 0,5 33,3
5ug/Kg, i.p. 6 8,9,0,00,10 - 9,0 + 0,5 50
I0ag/Kg, i.p. b 0,10,11,0,0,0 10,5 £ 0,5 66,6
20mgkg, i P 6 0,0,8,11,0,6 83+ 14 50
lomg/Kg, P.O. 5 8,0,10, 11, fi 10,0 + 0,7 20
EOug/Kg, P.O. S 9,0,12,8,12 10,2 + 1,0 20

- Todos os animais -foram tratados do 4° ao 65 dia da gravidez
* P < 005

** p < 0,01

oo
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4.1.5 - E-feito de Inibidores da Fos-folipase Ag, Ciclaxigenase
e Lipoxigenase sobre a Implantacdo do Ovo, em Ratas

A acdo destes inibidores sobre a implantacdo do ovo
encontram-se demonstradas na TABELA 4

Todas as drogas testadas (dexametasona, indometacina
e EP 10161) exibiram uma inibicdo percentual da gravidez de
50% A poténcia dessas drogas -foi semelhante a do WEB 2170,
no que concerne a inibicado da gravidez, con-forme dados apre-
sentados na TABELA 5 Como mostra a TABELA 5 todas as drogas
inibiram  signi-ficativamente a gravidez quando comparadas ao
grupo controle (p < 0,05)

0 n9 de implantes por rata gravida Foi slignlficativa-
mente reduzido, nos grupos tratados com EP 10161 (p < 0,01) e
dexametasona (p ( 0,01) quando comparados ao controle, o que
nao ocorreu nos grupos tratados com o WEB 2170 e indometa-

cina

4 16 - E-Feito da Associagcdo de Inibidores da Cicloxigenase,
Lipoxigenase e PAF, sobre a Implantagcdo do Ovo, em
Ratas

Os resultados deste experimento encontram-se regis-
trados na TABELA 6

A associacdao do tratamento com indometacina (5mg/Kg,
P o ) + EP 10161 ((IOmg/Kg, i.p,) + WEB 2170 (5mg/Kg, 1 p )
apresentou um percentual de inibicao da gravidez de 66%
sendo ligeiramente maior do que o tratamento com cada droga

isoladamente



TABELA 4 - Efeito do tratamento com inibidores da fosfo lipase Ag, clcloxigenase

lipoxigenase sobre a implantacdo do ovo. em ratas

TRATAMENTO N? DE ANIHAIS/GRUPO N9 DE IMPLANTES/ANIKAL N° DE IMPLANTES/RATA GRAVIDA X DE INIBIfSO
-u (HéDIA + E.P. | DA GRAVIDEZ-
DEXAMETASONA 6 -9,0,2,5,0,0 53+ 20 50

_(0,05sg/Kg, i.p )

INDOMETACINA 6 0,9,0,7,12,0 93+ 14 50
(5ng/Kg, p.o.)

EP 10161 6 0,9,0,0,1,3 43 + 3,0 50
(iOng/Kg, i.p.)

- Todos os animais -foram tratados do 4° ao 6? dia da gravidez



TABELA 5 Poténcia do WEB-2170 comparada 4 da indometacina, EP 10161 e dexameta-

soria na. implantacdo do ovo, em ratas.

TRATAMENTO N9 DE ANIMAIS/IGRUPO N° DE IMPLANTES/ANIMAL N° DE IMPLANTES/RATA GRAVIDA X DE INIBICAO
(MEDIA 1 E.PJ DA GRAVIDEZ

CONTROLE 10 10,10.9,8,11 9,3 +'0,3 0

(Veiculo) - 8,8,10,10,9

WEB 2170 6 8,9,0,0,0,10 9,01 0.6 50

(Saig/Kg, i.p )

INDOMETACINA 6 0,9,0,7,12,0 93114 50
' (5aig/Kg, p.o.)

EP 10161 6 0,9,0,0,1,3 43180 50

(IOiag/Kg, i.p.)

DEXAMETASONA 6 9,0,2,5,0,0 53120 50

(0,05Hg/Kg, i.p.)

- Todos os animais -foram tratados do 4? ao 6? dia da gravidez
* P < 0f05

** p < 0,01



TABELA 6 - E-feito da associacao de inibidores da clcloxlgenase, lipoxigenase e PAF

sobre a implantacdo do ovo em ratas

TRATAMENTO N? DE ANIMAIS/GRUPO N? DE IMPLANTES/ANIMAL X DE INIBIDO
DA GRAVIDEZ
EP 10161 6 9,0,0;8,0,0 66 *
(I0ag/Kg, i.p.)
WEB 2170
Oiug/Kg, i.p.)

Todos os animais -foram tratados do 49 ao t>9 dia da gravidez
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4.1.7 - Edema Inflamatdorio Agudo Induzido por PAF, Carrageni-
na e Levedura de Cerveja, na Pata Direita de Ratos

4 1 7 1 - Efeito do WEB 2170 e Indometacina no Edema de Pata
Induzido por PAF

A acdo das drogas acima citadas sobre a reacao iNn-
flamaténa aguda induzida por PAF encontra-se registrada na
TABELA 7

0O WEB 2170 na dose de 5mg/Kg, i.p. reduziu significa-
tivamente (p ( 0,01) o volume (mMl) médio do edema de pata in-
duzido por PAF (0,12 + 0,04) quando comparado ao grupo
controle tratado -com o veiculo (0,50 + 0,03), mostrando uma
inibicdo percentual do volume (ml) médio do edema de pata de
76% No grupo tratado com indometacina o volume (ml) médio do
edema de pata' -foi de 0,34 + 0,04 e a inibicdo do edema -foi de
32%, inibicado esta significante (p ( 0,05) quando comparada

ao controle

4 1 7.2 - E-feito do WEB 2170 e Indometacina no Edema de Pata
Induzido por Carragenina

0 efeito dessas drogas sobre a reacéao in-flamato ria
induzida por carregenina encontra-se registrado na TABELA 8

A indometacina (mg/Kg, p o ) reduziu significativa-
mente <p ( 0,01) o volume (ml) médio do edema de pata induzi-
do por carragenina (0,11 + 0,01) quando comparado ao controle

0,84 + 0,05) o que representou uma inibicdo do edema de



TABELA 7 E-feito do WEB 2170 e

ratos.
TRATAMENTO DOSE
CONTROLE
(Veiculo)
WEB 2170 5«g/Kg, i.p.

INDOMETACINA ~ 5@g/Kg, p.o.

* P < 0,05

** 5 < 0,01

N° DE ANIMAIS/GRUFO

indometacina no edema de pata

VOLUME DA PATA (al)
(MEDIA + E.P.)

0,50 + 0,03

0,12 + 0,04

0,34 + 0,04

induzido por PAF, em

% DE INIBO

DO EDEMA

82
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86,7% 0 volume (ml) médio do edema de pata no grupo tratado

com o WEB de 0,56 +0,18 0 que representou uma
inibicao do edema de quando

comparada ao controle

4 17 3 Efeito do WEB 2170 e EP 10161 no Edema de Pata
Induzido por Levedura de Cerveja

Os resultados demons-

trados na TABELA 9

O EP 10161 na dose de 10Omg/Kg, i.p. reduziu signifi-
cativamente (p ( 0,01) o volume (ml) médio do edema de pata
(0,33 + 0,07) quando comparado ao do controle (1,35 +0,05) o
que representou em termos percentuais uma inibicao de 75,6%.

No grupo tratado com o WEB 8170 o volume (ml) medio
do edema de pata foi de 0 99 + 0,07 com uma inibicao do edema
de 26,7% significante (p ( 0,01) quando comparada ao contro-
le

A TABELA 10 compara a poténcia do WEB 8170 no edema
de pata induzido por diferentes agentes flogisticos (PAF,

carragenina e levedura de cerveja)

4 18 - Efeito do WEB 2170 sobre o Ciclo Estral, em Ratas

Os resultados do WEB 2170 sobre o ciclo estral

encontram-se na TABELA 11

Os animais tratados com o WEB 8170 (5mg/h<g, i.p ),



TABELA 8 - E-feito do WEB 2170 e indometacina no edema de pata induzido por carra-

genina, em ratos

TRATAMENTO DOSE N° DE ANIMAIS/GRUPO VOLUME DA PATA (ml) X DE INIBICSO
(MEDIA + E.P.) DO EDEMA
‘controle 6 0,84 + 0,05
(Veiculo)
HEB 2170 5ffigiKg, i.p. 6 0,56 + 0,18 o
INDOMETACINA ~ 5mg/Kg, p.o. 6 0,11 + 0,01 86,7

* P < 0,05

** p < 0,01



TABELA 9 E-feito do WEB B170 e EP 10161 no edema de pata induzido por levedura de

cerveja, em ratos.

TRATAMENTO DOSE N9 DE ANIMAIS/GRUPO VOLUME DA PATA (ml) X DE INIBICAO
(MEDIA + E.P.) DO EDEMA

CONTROLE 6 1,35 + 0,05

(Veiculo)

WEB 2170 5mg/Kg', i.p. 6 0,9? + 0,07 26,7

EP 10161 iOfog/Kg, i.p. 6 0,33 + 0,07 75,6

* P < 0,05

** p < 0,01

03



TABELA IO - E-feito do WEB B170 no edema de pata

levedura de cerveja, em ratos.

TRATAMENTO

PAF
(Eus/pata)

CARRAGENINA
(isng/pata)

LEVEDURA DE CERVEJA
(2,5fng./pata)
- Parénteses
* p < 0,05

** p < 0,01

EDEMA DE PATA (nl)
(MEDIA + E.P.)

GRUPOS CONTROLES GRUPOS TRATADOS COM WEB 2170

0,50 + 0,03 0,12 + 0,04
(6) (€)

0,84 + 0,05 0,56 + 0,12
(6) (6)

1,35 + 0,05 0,99 + 0,07 .
(6) (6)

indica o n2 de animais no grupo

induzido por PAF, carragenina

% DE INIBICSO DO EDEMA
70

g e
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gquando entdo verificava-se o tempo de gestaciao nimero de -fi-

Ihotes nascidos por animal e as perdas fetais em cada grupo

Com a finalidade de avaliar a poténcia destes antago-
nistas do PAF no periodo mais precoce da gestagdo foram
escolhidos, ao acaso, 3'grupos de 6 animais cada

0 19 grupo (controle) recebeu o veiculo D.M.S.O. a 54
2m1l/Kg, 1 P ) em 154mM de NaCl o 29, o WEB 2086 (5mg/Kg,
i.p.) e o

Todos os grupos foram tratados do 19 ao 79 dia da

as drogas acima citadas, em uma unica iNnj ecao

diaria No 109 dia da gravidez, as ratas foram laparotomi za-
das, sob ligeira anestesia com éter etilico, e o n9 de sitios
nos cornos uterinos foi verificado e anotado

para cada animal 0 abdome era fechado e esperava-se o térmi-
no da gravidez, verifl cava-se o percentual de
de Fllhotes nas-

cidos por animal e as perdas fetais em cada grupo

3.13 Dlas 8 a 14 da

Com o0 intuito de averiguar possiveis efeitos sobre a
organogénese fetal, o WEB 2086 e WEB 2170 foram administrados

do 82 ao 142 dia da gravidez.
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apresentaram-se em estro 2,0 + 0,0, 1,5 + 0,2 e 1,0 + 0,3 ve-
zes no periodo de pré-tratamento tratamento e pos-tratamen-
to, respecti.vamente, enquanto que, o0s animais do grupo con-
trole, tratados com o veiculo, apresentaram a fase estro
2,0 + 0,0, 2,0 + 0,0 e 2,0 + 0,0 vezes no periodo de pré-tra-
tamento, tratamento e pos-tratamento, respectivamente. 0 gru-
po tratado com o WEB 2170, apresentou um n2 significativamen-
te (p < 0,05) menor de ocorréncia da -fase estro, por animal
observado durante o periodo de tratamento e pods-tratamento
Ap6s 10 dias do térmiri¢g) do tratamento com o WEB 2170 os ani-
mais voltaram a apresentar a '"fase estro” semelhante ao pe-

riodo pré-tratamento |

4 1.9 - Efeito do WEB 2170 sobre a Atividade Uterotropica In-
duzida pelo Estrogeno e nos Miveis de Fosfatase Alca-
lina, em uUtero de Ratas Imaturas

Os efeitos do WEB 2170 na resposta uterotropica e nos
Nniveis de fosfatase alcalina no uUtero estao representados na
TABELA 12 e na FIGURAS 5 e 6

0 peso médio dos uteros (mg) dos animais que recebe-
ram o WEB 2170 (bmg/Kg, i.p.) + Benzoato de estradiol (O,Iml
s C.) foi de 228,8 + 22,2mg que, quando comparado ao peso
meédio dos animais que receberam apenas o benzoato de estra-
diol (222,5 + 13,8mg) ndo diferiu estatisticamente Da mesma
forma, o peso medio dos uUteros dos animais tratados com o WEB
2170 (31,0 + 3,6mg) nao foi signlficativamente diferente,
quando comparado ao peso medio dos uteros dos animais do

grupo control.e (34,5 = 3,02mg) .



TABELA 11

TRATAMENTO

CONTROLE (5)

WEB 2170 (5)

(

*

P

E-feito do WEB 2170 sobre o ciclo estral, em ratas

)

<

DOSE

Ssg/Kg, i.p

Parénteses

0,05

N? DE OCORRENCIA DA FASE ESTRO/ANIMAL (MEDIA + E.P)

PRE-TRATAMENTO __ TRATAMENTO POS-TRATAMENTO PGS-TRATAMENTO
(10 dias? (10 dias) (10 dias) (10 dias)
20+ 0,0 2,0 +.0,0 2,0 + 0,0 2,0 + 0,0
2.0 + 0,0 1,2 + 0,2 1,0 £ 6,3 20 + 0,2

indica n? de animais

in
ru



TABELA 12 Efeito do WEB 2170 sobre a atividade uterotropica

geno e nos. niveis de fos-fatase alcalina,

TRATAMENTO

| - Controle
6leo de milho

+

D.M.S.O. a 5X

Il - Estrogeno
Benzoato de

Estradiol (0,1 g)

11 - WEB 2170

IV - WEB 2170

+

Estrogeno

p ( 0,05

**

p ( 0,01

DOSE E VIA DE
ADMINISTRACAO

0,iml, s.c.

+

0161111, i.p—

0,iml, s.c.

5mg/Kg, i.p.

5mg/Kg, i.p.

+

0,iail, s.c.

N° DE ANIHAIS/GRUF0

PESO DO UTERO (mg)
(MEDIA + E.P.)

34,5 + 3,02

2225 + 13,8

31,0 + 3,0

228,8 + 22,2

em Utero de. ratas imaturas.

FOSFATASE  ALCALINA (U/ml)
(MEDIA + E.P.)

0,40 + 0,01

0,57 + 0,02

0,43 + 0,02

2,48 + 001

induzida pelo estréo-

U)
Li
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Os Nniveis de fosfatase alcalina nos grupos tratados
com benzoato de estradiol isoladamente (0,57 + 0,02) e
benzoato de estradiol + WEB 2170 (2,40 + 0,01) foram
significativamente maiores (p ¢« 0,05 e p < 0,01, respectiva-
mente) quando comparados aos niveis da enzima do grupo con-
trole (0,40+0,01) 0 grupo tratado com WEB 2170 isolada-
mente ndo alterou os niveis da enzima significativamente

quando comparado aos niveis da fosfatase alcalina do contro-

le
4.2 1 - utero isolada de rata nao gravida
4 2 11 Efeito do WEB 2170 sobre as Contragcdes Induzidas

por Acetilcolinar Ocitocina, Serotonina, Cloreto
de Bario e Cloreto de Potassio

O resultado deste experimento encontra-se demonstrado

na TABELA 13

As respostas contrateis induzidas por acetilcolina

(1,1 x 10<isM) - FIGURA 7, serotonina (0,28 x 10 -7M), ocito-
cina (2,98 x 10~-7M) , clordto”™ de bario (4 x 10-M) e cloreto
de potassio (5,3 x W~™M) -foram inibidas de maneira concen-
tracdo dependente quando o WEB 2170 -foi incubado em concen-
tragcdes crescentes (5 a 20yug/ml> no banho. Essa inibicao foi

reversivel apos lavagem do tecido em cerca de 30 minutos. 0
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FIGURA 5 - Efeito do WEB 2170 sobre a atividade uterotro pica

induzida, pelo estréogeno em utero de ratas imaturas

[ Controle Grupo tratado com O6leo de milho + D.M.S.O 5%

Il - Grupo tratado com Benzaata de estradiol
11l - Grupo tratado com o WEB 2170

IV - Grupo tratado com WEB 2170 + Benzoato de estradiol
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FIGURA 6 Efeito do WEB 2170 nos niveis de -fosfatase
alcalina em utefo de ratas imaturas
I - Controle - Grupo tratado com oleo de milho + D.M.S.0. 5%

Il - Grupo tratado com Benzoato de estradiol

11l - Grupo tratado com o WEB 2170

IV - Grupa tratada com WEB 2170 + Benzoato de estradiol
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veiculo (D.M.S.O. a 5%) ndo apresentou efeito "per si" sobre

an-

tagonistas estudados. Observou-se também acdo relaxante da

droga sobre a musculatura lisa uterina quando adicionada ao

banho, evidenciada através da queda da linha de base (FIGURA
7)

As 1CgQinjg/ml) do WEB 2170 para os agonistas utiliza-

dos -Foram 0,17 + 0,02, 0,53 + 0,04; 0,29 + 0,03, 0,26 + 0,03,

0,28 + 0,02, respectivamente (TABELA 13 e FIGURA 8)

4 2.1.2 - Efeito do WEB 2170 na Presenca de Doses Crescentes
de Calcio, sobre as Contragdes Induzidas por
Acet 1l1colina

Como mostra a FIGURA 9, o WEB 2170 (20ug/m1) inibiu
marcadamente a contracdo induzida por acetilcolina Quando o
WEB 2170 (EOjug/ml) foi incubado na presenca de concentracgoes
crescentes de calcio (1,2 a 4,8mM) a resposta contratil a
acetilcolina foi gradativamente e totalmente restaurada Ob-
servou-se também efeito relaxante da droga sobre a musculatu-
ra uterina quando adicionada ao banho, evidenciado atravées da

queda da linha de base (FIGURA 9)

4 2.2 - atero isolado de rata gravida

A FIGURA 10 mostra o efeito do WEB 2170 sobre a ati-

vidade espontanea de uatero grpvidico. 0 WEB 2170 nas doses de



TABELA 13

utero isolado
AGONISTAS 00SE (M)
Acetilcolina 1,10 x 106
5 - Hidroxitriptasiina 0,28 x 107
Ocitocina 2,08 x Irie
Cloreto de Bario 4,00 x 101
Cloreto de Potassio 53 x 10-2

* p < 0,05

** p < 0,01

E-feito do WEB 2170 sobre as contracdes

de rata ndo gravida.

induzidas por

MEDIA + E.P. DA PERCENTAGEM DE REDUCAO DA RESPOSTA

CONTRaTIL EM PRESENCA DO WEB 2170 NAS DOSES DE (/xgfinl)

5
34,7 + 4,4

13,6 + 8,22

27,0 + 7,34

345 + 69

26,4 + 8,9

10
55,2 + 7,03

24,7 + 9,64

45,0 + 7,08

46,3 + 6,5

40,9 + 13,6

20
66,6 + 703

44,7 + 13,01

55,7 + 10,8

57,4 + 8,7

60,4 + 19,3

agonistas, em

VALOR DA IC50
9°g/ml DO WEB)
(MEDIA + E.P.)
0,17 + 0,02
0,53 + 0,04
0,29 + 0,03

0,28 + 0,03

0,28 + 0,02

ui
CD



FIGURA 7 E-feito do WEB 2170 sobre as contragcbes induzidas por acetilcolina
(1,12 x 10~"M) em utero isolado de rata nao gravida.
A - Acetilcolina
Wt - WEB 2170 (5yug/ml)
w2 - WEB 2170 (IOyug/ml)

W3 - WEB 2170 (20jig/ml)



FIGURA G
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Concentracao do WEB 2170 (yUg/ml) necessaria para

inibir 50% (C™qg) das respostas contrateis a ace-
tilcolina, serotonina, ocitocina, cloreto de ba-
rio e cloreto de potassio, em udtero isolado de

rata nao gravida.

A - Acetilcolina (1,1 x 10-6M)

S - Serotonina (0,28 x I0O-~"")

O Ocitocina (2,98 x 10-"M)
Ba - Cloreto de Bario (4 x 10_%ntl)

K - Cloreto de Potassio (5,3 x 10-2i)



FIGURA 9

61

A W, A w. A
+ it +
CotlA) Co (6) Co (C)

Efeito do WEB 2170 na presenca de doses crescentes
de calcio sobre as contragcbes induzidas por ace-
tilcolina (0,57 nh 10-"M) em uatero isolado de rata
ndo gravida

A - Acetilcolina

W1 - WEB 2170 OOjug/ml)

Cat++ (A) - 1,2mM

Ca++ (B) - 2,4mM

Cat+ (C) - 4,8mM



FIGURA

10

LAVAGEM DO TECIDO

Efeito do WEB 2170 sobre as contracdes
C - CONTROLE
wr - WEB 2170 (5|ug/ml)

We - WEB 2170 (IOjug/ml)

espontadneas de rata gravida.



5 e ICyjg/ml inibiu marcadamente as contragcdes espontaneas,
sendo reversivel este efeito, em cerca de 20 minutos apos

lavagem do tecido.

4.2,3 - Efeito do WEB 2170 sobre as contragdes induzidas por
acetilcolina, em jejuno isolado de rata

0 WEB 2170 quando adicionado ao banho nas doses de 5,

10 e 20/ig/ml nao inibiu significatlvamente as contragcdes

induzidas por acetilcolina (1,1 x 10-0M) em jejuno isolado de

<P 0,05), porém apresentou também acdo relaxante sobre a
museu | atura lisa intestinal, evidenciada atravées da queda

da linha de base (TABELA 14 e FIGURA 11)



TABELA 14 - Efeito do WEB 2170 sobre as contragdes induzidas por

(1,1 x 10-6M) em jejuno e uUtero isolados de rata.

Jejuno

utero

MEDIA + E.P. DA PERCENTAGEM DE REDUGSO DA RESPOSTA CONTRATIL EM
PRESENCA DO WEB 2170 NAS DOSES DE Cug/ml)

5 i0 20
10,5 + 3,17 16,1 + 3,35 18,1 + 3,23
34,7 + 4,4 55,2 + 7,03 66,6 + 7,03

0,05

acetilcolina

cr



FIGURA 11

Efeito do WEB 2170 sobre as contracdes

por acetilcolina (1,1 x 10_6M) em jejuno

de rata
A - Acet
wr - WEB
Wg - WEB

Wg — WEB

ilcolina
2170 (5/ug/ml)
2170 (O~™~g/ml)

2170 (20yjg/ml)

65

induzidas

isolado



5 Discussao

0 fator ativador de plaquetas (PAF-aceter) esta en-
volvido na ovulacdo (DAPHNA-IKEN et al, 1989), nidacao (ACKER
et al, 1988) e contratilidade uterina (MEDEIROS & CALIXTO,
1989), sendo essencial para o estabelecimento da gravidez
(SPINKS & O'NEILL, 1987, 1988. SPINKS et al, 1989). SPINKS &
O'NEILL (1987) e O'NEILL et a! (1989) trabalhando com roedo-
res e humanos, respectlvamente. observaram que a suplementa-
cdo do meio de cultura com PAF-aceter aumentava o potencial
de gravidez nas transferéncias de pré-embrides produzidos nas
fertilizacoes “in vitro', reforcando sua influéncia no pro-
cesso reprodutivo. Consequentemente, o presente estudo foi
realizado para verificar os efeitos do WEB 2170, um antago-
nista seletivo do receptor PAF pertencente ao grupo dos he-
trazepinicos (WEBER & HE9ER, 1989), na ovulacao, implantacao
do ovo e contratilidade uterina e para confirmar o papel do
PAF na reproducéao.

Em experimento preliminar foram estudados quatro
antagonistas do PAF, o BN 52021 (Ginkogolide B), RP 48740,
WEB 2086 e WEB 2170 na implantacado do ovo, em ratas. As dro-
gas foram administradas Ilntraperltonealmente do 49 ao 69 dia
da gravidez, na dose de 10 mg/Kg, considerada exercer acao
antiinflamatdoria em modelo experimental de inflamacao aguda.
Dentre os antagonistas testados apenas 0s compostos hetraze-
pinicos WEB 2086 e WEB 2170 inibiram a gravidez num
percentual de 33.3 e 66.6% respectivamente. O composto sinte-

tico RP 48740 e o BN 52021 ndo afetaram a nidacao Entretanto
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todos os antagonistas reduziram o numero de -Filhotes nascidos
e promoveram perdas fetais (35 a 48%).

A inibicdo da nidacao -Foi também evidenciada em
restudos anteriores utilizando o BN 52021 (ACKER et al, 1988;
SPINKS & O'NEILL, 1989), WEB 8086, SRl 63441 e SRI 64118
(SPINKS & O‘NEILL, 1989).

Os efeitos observados anteriormente com o0 uso do
BN 52081 nao estao de acordo com as nossas oObservacoes nas
quais essa droga nao inibiu a gravidez. Tal discrepancia pode
ser atribuida a via de administracdo da droga. Os autores
acima citados administraram-na diretamente no lumen uterino
enquanto no presente estudo -Foi Nutilizada a via intraperito-
neal .

Além da via de administracao, -Fatores tais como, dose
empregada, dias de tratamento e espécies animais diferentes
poderiam contribuir para variagcdes na farmacocinética destes
antagonistas do receptor PAF, resultando em diferentes con-
centracdes efetivas no seu sitio de acdao dentro do trato re-
produtivo e isto poderia explicar a incapacidade do BN 58021
e RP 48740 em inibir a implantacao do ovo.

Outra possibilidade seria a existéncia na mesma espé-
cie animal ou em espécies diferentes de subtipos de recepto-
res do PAF (LAMBRECHT & PARNHAN, 1786) capazes de mediar res-
postas funcionais distintas no mesmo tipo celular.

Se os antagonistas do PAF, pertencentes a grupos di-
versos, atuam no mesmo receptor ou em diferentes subtipos de
receptores permanece por ser esclarecido. Na tentativa de
aumentar a poténcia dos compostos WEB 2186 e WEB 8170 em ini-
bir a implantacdo do ovo e diminuir as perdas fetais, estas

drogas foram administradas num periodo mais precoce da
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gestacao ( nos primeiros sete dias da gravidez) na dose de
5mg/Kg, i.p. N&o se observou aumento no percentual de iNnibi-
cdo da gravidez, mostrando talvez que o e-feito dessas drogas
se concentre mais no periodo per l-implantacdo (42 ao 62 dia
da gravidez) e que o PAF é importante na preparacdo do uUtero
para a nidacao

Com o mesmo objetivo -foi feito um estudo dose respos-
ta com o WEB 2170, composto encontrado apresentar maior iNni-
bicado da gravidez. Observoujse um bloqueio dose dependente,
sobre a implantagcdo do ovo, com o WEB 2170 nas doses de 1, 5
e IOmg/Kg, i p , 0 gque representou em termos percentuais uma
inibicdo da gravidez de 33,3: 50 e 66,6%, respectivamente
Aumentando-se a dose para EOmg/Kg, i.p apenas 50% de inibi-
cdo foi observado, indicando poténcia maxima do WEB 2170 na
dose de IOmg/Kg e da eficacia com doses maiores
Estes resultados estdo de acordo com os encontrados por
SPINKS et al (1989). que verificaram que o bloqueio da im-
plantacdo do ovo ocorria apenas com variacoes pequenas nas
doses dos antagonistas do PAF empregados e que em doses maio-
res o efeito desaparecia.

0 WEB 2170 nas doses de 10 e 20mg/Kg via oral foi
menos efetivo em inibir a gravidez, quando comparado com a
via intraperitoneal, apresentando apenas 20% de inibicao da
ni dacao ACKER et al (1789) também demonstraram que o BN
52021 administrado oralmente na dose de 4mg/Kg i ni bia a
implantacdodo ovo em apenas 20% e com dose igual ou maior que
8mg/Kg nenhum efeito foi observado

Un dos primeiros sinais de implantacdo do ovo ferti-
lizado no datero é um aumento |ocalizado da permeabilidade

vascul ar, que ¢é essencial para que ocorra a reacao decidual



(PSYCHOYOS, , 1960b) Esta resposta vascular foi comparada a
uma reacao inflamatdria transitdria local (MALATHY et al,
1986; TAWEFIK et al, 1987). Varios mediadores quimicos tém
sido propostos como iniciadores desse processo inflamatdria
incluindo histamina (KRAICER & SHELESNYAK, 1958), serotonina
(PSYCHOYOS, 1960), prostaglandlnas (PHILLIPS & POYSER, 1981),
leucotrienos (MALATHY et al, 1986) e PAF-aceter (ACKER et al,
1989).

Partindo-se da, possibilidade do envolvimento de va-
rios mediadores quimicos no processo reprodutivo iai
analisado um inibidor da cicloxigenase (Indometacina), um da
lipoxigenase (EP 10161) e um inibidor da fosfo lipase A£
(dexametasona). As drogas foram administradas do 49 ao 69 dia
da gravidez nas doses capazes de exercer agcdo antii nflamato-
riaa em modelo experimental de inflamacao aguda. Observou-se

da implantacao do ovo (50%) com
cada droga estudada.

0 efeito bloqueador da indometacina sobre a implan-
tacdo do ovo esta de acordo com os achados de KENNEDY et al
(1986) e PHILLIPS & POYSER (1981). ACKER et al (1988) também
observou que o EP 10045, um inibidor da 1ipoxigenase, inibia

ovo quando injetado no 1Udmen uterino no 59
dia da gravidez

Os cortlcosterdides da adrenal e a adrenocorticotro-
fina tém sido mostrados afetar ratas gravidas (VELARDO,
1957). Uma diminuicdo na média do numero de filhotes foi ob-
servada quando ratas gravidas foram submetidas a situacdes de
stress (EUKER & RIEGLE, 1973). Os resultados obtidos com o

uso exogeno de dexametasona na gravidez, em ratas, ndao foi

surpresa
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A dexametasona induz a sintese e/ou liberacdo de uma
proteina chamada lipocortina (BLACKWELL et al, 1982), inibi-
dora da fosfolipase Ag, que quando ativada libera acido
aracdonico e liso-PAF de fosfollpideos de membrana geradores
de mediadores inflamatoérios eicosandides e PAF (ALBERT &
SYNDER, 1983). Provavelmente o mecanismo envolvido no efeito
bloqueador da dexametasona indometacina e EP 10161 na im-
plantacdo do ovo seja a nao producao desses mediadores vaso-
ativos essenciais para, que ocorra a decidualizacao.

O presente estudo permite atribuir a todos esses
mediadores lipidicos (prostagl andinas, leucotrienos e PAF) um
papel importante no processo de implantacado do ovo. Entretan-

to o uso de antagonistas desses mediadores quimicas testados

parcial da nidacdo Esforgcos foram feitos para aumentar a po-
téncia destas drogas usando a associagcdo do WEB 2170 com um
inibidor da cicloxigenase (indometacina) e com um da lipoxi-
genase (EP 10161). Entretanto, nenhum aumento significante no
bloqueio da gravidez pode ser observado com esta associacao.
Estas observacdes levantaram a possibilidade do PAF mediar
seus efeitos na
prostagl andinas e leucotrienos

claro se o bloqueio da implantacdo do ovo
observado com o WEB 2170 foi resultado do antagonismo especi-
flco do receptor PAF ou devido a um efeito supressivo 1lnespe-
cifico da reacdo inflamatdria local que precede a nidacao en-
volvendo outros mediadores inflamatorios. Portanto, experi-
mentos foram realizados para analisar a especificidade do WEB
2170 em antagonizar o receptor-PAF no modelo animal de

inflamacao aguda ' induzida por PAF-aceter, carragenina e



71

levedura de cerveja na pata direita de ratos

O edema inflamatdria induzido por carragenina envolve
predominantemente produtos do acido aracdonico. derivados da
via da cicloxigenase (VINEGAR et al, 1987) e pode ser inibido
por drogas antllnflamatdrlas ndo esteroidais (LOMBARDINO.
1985) enquanto que o edema induzido por levedura de cerveja
envolve acentuadamente produtos do acido aracdonico derivados
da via da lipoxigenase e pode ser antagonizado mais efetlva-
mente por inibidores especificos da |1i POM1genase

Nos modelos de edema de pata induzidos por carrageni
na e levedura de cerveja, respectivos da cicloxi-
genase e lipoxigenase, indometacina e EP 10161, exerceram
inibicao mais potente do que o WEB 2170, antagonista do re-

ceptor-PAF

0O edema de pata induzido por PAF, em ratos, -foi
marcadamente inibido pelo WEB 2170 e em menor extensdao pelo
inibidor da cicloxigenase (indometacina)

Estes resultados estdo de acordo com observacdes
anteriores utilizando outros antagonistas do PAF, como o BN
52021. A inibicao realizada pela indometacina neste modelo
nao esta de acordo com 05 achados de SILVA et al (1986) que
ndo atribuiu papel aos metabdll tos da cicloxigenase na acao

pelo PAF na pata de ratos

Baseado nestes resultados pode-se concluir que o
WEB 8170 é um potente e especifico antagonista do receptor
PAF e seu efeito bloqueador na implantacao do ovo e gravidez
deve-se ao antagonismo do receptor PAF Entretanto a in-fluén-
cia exercida, em menor extensao, por inibidores do metabolis-

mo do acido aracdonico nao pode ser esquecida ja que o PAF e

prostaglandinas e leucotrie-
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nos em varios tipos de ceélulas e tecidos (KENNEDY. 1977)

Varios trabalhos, em ratos, apontaram um aumento
intra-utero da atividade da fosfolipase Ag durante o inicio
da gravidez, principalmente durante o periodo pré-implantacao
(COX et al, 1982) 0 pico de atividade da fosfolipase Ag por
volta do 4? dia da gravidez, com concomitante liberacao de
acido aracdonico livre e liso-PAF, precursores de eicosanodi-
des e PAF, compostos biologicamente ativos, reforcam a idéia
de que estes metabdlitos influenciam a reacéo inflamatdria
que prepara o endomeétrio' para a nidacdao (PAHRASI et al, 1905,
MALATHY et al, 1986, TAWF1K et al, 1987)

Estudos prévios relataram que a atividade da fosfoli-

pase Ag em ratas hipofisectomizadas esta sob influéncia dos

hormoénios esterdides (DEY et al. 1982'" Tem sido mostrado que
0o estrogeno estimula a producdo de prostaglandinas (HAM et
al, 1975; TAWF1H et al, 1987), leucotrienos (TAWFIH et al

1987; GUPTA et al, 1989) e PAF no utero e isto poderia estar

relacionado aos elevados niveis de atividade da fosfolipase

0] da
gravidez (SHAIKH, 1971) é um pré-requisito para o aumento na

producdo de prostagl andinas, leucotrienos e PAF no periodo

inflamaténo que
ocorre na época da nidacao é complexo e nao é dependente de
um Udnico grupo de mediadores quimicos. Nao somente os media-
dores lipidicos, mas talvez outros mediadores 1Nnfl amatdrlos
possam realizar um papel importante na reacao inflamatoria
necessaria para a efetiva nidacdo Esta reacao inflamatoria ¢

de natureza transitoria e autocontrol ada provavelmente
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envolvendo interleucina 1 (ROMERO et al, 1989) e proteinas
inflamatorias macrofagicas 1 e 2 (WOLPE & CERAMI, 1989). Por-
tanto, a descoberta de antagonistas especificos para mediado-
res quimicos com amplo espectro de atividade possa talvez di-
rigir melhor o caminho na busca do controle terapé&éutico da
fert ili dade
0O pico de estradiol que ocorre no 49 dia da gravldez
se faz necessario para que ocorra a hnidacdao em roedores
(MAYER, 1959). O WEB 8170 poderia inibir a implantacdo do ovo
por bloquear este pico hormonal ou trato reprodu-
tivo. Portanto, o presente 'estudo verificou a possib ilidade
utero de ratas

imaturas. Os resultados mostraram que o WEB 2170 nao

um aumento na atividade da fosfatase alcalina induzida pelo
estrogeno, em Udtero de ratas imaturas, foi signilficativamente
potencializado por este composto. Estes achados nao mForam es-
clareeidos e merecem posterior elucidacao.

As ratas tratadas com o WEB 8170 e WEB 8086 nos dias
S a 14 da gravidez, apresentaram reabsoredes fetais comple-
tas, mostrando que os antagonistas do PAF podem alterar o de-
senvolvimento fetal nos embrides pds-lmplantados

0 desenvolvimento embrionario normal necessita de um
adequado equilibrio nos niveis séricos de estrobgeno e proges-
terona (DEANSELY, 1966) Trabalhos realizados em roedores par
SPINKS & O'NEILL (1988) utilizando um antagonista especifico
do PAF, o SRI 63-441, , mostraram
que

dos, ndo diferia significativamente da controle, demonstrando

adequada funcao 1lutea nestes animais.
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No presente experimento, o WEB 2170 nao alterou a

atividade uterotropica induzida pelo estrogeno. Os antagonis-

portanto afetar o estado hormonal das

ratas.
Desconhece-se 0 mecanismo imunolégico pelo qual o fe-
to sobrevive no meio materno. Estudos recentes tém indicado

que 0 sucesso da gravidez necessita de uma resposta imune es-
pecifica e protetora. Varias substancias supressoras tais
como hormobénios e proteinas da gravidez mostraram atenuar a
resposta

Tem sido

aceter na gravidez

0
agindo diretamente na ceélula T e macrofago (BRAQUET et al,
1987) ou indlretamente através

linfocito T-supressor e conse-

0 WEB 2170 bloquearia este

mecanismo protetor antagonizando as acgdes do PAF, afetando
assim o desenvolvimento fetal.

0 tecido embrionario é considerado uma fonte rica de
fatores de crescimento (HEATH, 1989). Muitos receptores para
tais fatores e para o PAF envolvem proteinas ligadas ao tri-
fosfato de guanosina (WATERF I.LELD, 1989) cujos sinais de

transducao modulam varias reacdes celulares incluindo ativa-

0 antagonismo do réceptor PAF poderia interferir com
0 -Funcionamento destes -Fatores de crescimento e ser responsa-
vel pelo bloqueio da organogénese fetal, observado com oOs
compostos hetrazepinicos no presente trabalho.

A ovulacdo parece envolver uma sequencia ordenada de
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eventos, lembrando a inflamacdo Uma hiperemia folicular ci-
clica acompanhada de edema e qQuimiotaxia leucocitaria no
ovario (SEOW et al, 1988) levantou a possibilidade do envol-
vimento do PAF no ciclo estral em ratos

Mo presente trabalho a ciclicidade ovariana -Foi sig-
nificativamente afetada em ratas que receberam o WEB 2170 por
10 dias consecutivos. Um prolongamento da fase diestro do ci-
clo estral foi evidente nestes animais Entretanto a ciclici-

dade ovariana foi restaurada apd6s 10 dias do término do tra-

tamento

0 tratamento com o WEB 2170 poderia ter influenciado
a funcao ovariana em um ou mais dos seguintes niveis 1) A
nivel do sistema nervoso central alterando o padrdao normal

de secrecdo dos hormobnios gonadotrdéficos pela glandula pitui-

retamente; ou 3) A nivel de outros o6érgaos, tais como o figado
que esta envolvido no processamento metabdlico dos hormdnios
sexuais

Tendo em vista a forte similaridade entre ovulacdo e
inflamacao (ABISGGUN et al, '1988) juntamente com o papel do
PAF no processo inflamatédno local e a capacidade do BN
52021, um antagonista especifico do receptor PAF, de bloquear
a ovulacao apdés estimulo gonadotrofico exégeno (ABISGGUN et
al, 1989), uma acdo direta a nivel ovariano pode ser
atribuida ao WEB 2170

A contratilidade uterina pode regular o funcionamento
uterino oferecendo condicdes otimas para implantacao do blas-
tocisto, crescimento fetal e finalmente parturicao

Os hormdnios esterdides e uma variedade de mediadores

quimicos exercem influéncia modulatéria na contratilidade do
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Utero. Sabe-se que o estrogeno aumenta e a progesterona dimi-
nui o potencial de membrana das células do miomeétrio influen-
ciando diretamente na contratilidade muscular (JHIERSCH et
al, 1959).

Varios hormonios e substancias autacodides interagem
especificamente com receptores de membrana desencadeando uma
resposta contratil uterina tanto "in vitro™ como "in vivo".
Estes incluem: catecolamlnas, ocitacina, prostaglandinas, an-
giotensina, acetilcolina e serotonina (MfLLER, 1967; SOLOFF,
1975; SOLOFF et al, 1973, LIN & GOODFRIEND, 1970;
CUATRECASSAS, 1974, ROTH & CHUANG, 1987).

A presenca de PAF em uUtero gravidico e mais recente-
mente em utero normal tem sido descrita (YASUDA et al, 19S6).
Pouco se conhece da sua acdo sobre a contratilidade uterina.
Neste trabalho o WEB 2170 foi utilizado em uUtero isolado de
rata para verificar possiveis efeitos sobre as respostas con-
trateis provocadas por acetilcolina, serotonina, ocitocina,
cloreto de bario e cloreto de potassio e sobre a atividade
ri tmica espontanea de utero gravidico.

0O WEB 2170 apresentou maior efeito inibitdrio nas
contragdes induzidas por acetilcolina, cloreto de potassio e
cloreto de
agonistas < KOI BacCl <
ocitocina < serotonina. Foi (observado também potente inibi
da atividade ritmica espontdnea de uGtero de rata gravida na
presenca do WEB 2170. Os achados recentes juntamente com o0s
resultados anteriores apresentados por MEDEIROS & CALIXTO

em uUtero isolado de ratas gravidas e

da contratilidade uterina.
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receptoi PAF reside na capacidade destes compostos de blo-

quearem a ligacdo do PAF ao receptor portanto inibir a
SMITH, 1909)

importante na atividade contratil da musculatura lisa.

0 acoplamento eletromecanico mediado por mudancas no
potencial de membrana celular e o acoplamento -farmacomecéanico
que pode operar independentemente do potencial de membrana da
céeélula, ambos podem aumentar ou diminuir o calcio citoplasma-

tico (SOMLYU et al, 1900) e alterarem a resposta contratil do

Existem pelo menos dois tipos diferentes de canais,
por onde ocorre passagem de fluxo idnico; um dependente de
voltagem e outro operado por receptor A tensdo desenvolvida
pela musculatura uterina é predominantemente dependente do
calcio extra-celular. ja que o miométrio é pobre em reticulo

calcio na célula via canais de-
pendentes de voltagem (EDMAN & SCHILD, 1962; BOLTON, 1979)

0 efeito inibitdrio do WEB 2170 sobre as contracgdes
uteri nas induzidas por di-ferentes agonistas pode ser resulta-
do do antagonismo do receptor PAF alterando o -fluxo de ions
calcio transmembrana A acdo do WEB 2170 ndéo parece envolver
o0 sistema de proteinas contrateis do musculo liso visto que o
efeito deste composto foi reversivel apds lavagem do tecldo

Varios antagonistas lentos dos canals de calcio
semelhantes ao Verapamil, nifedipina e nicard i pl na tém
mostrado iNnibir a tensadao desenvolvida pela musculatura lisa
uteri na "in vitro™ (GRANGER et al, 1905; MILOVANOVIC et al,
1908) e "in vivo" (CSAPO et al, 1902; ABEL & HGLLINGSWORTH,

1905) por bloquear o -fluxo de ions calcio do meio extra para
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o0 intra-celular, inibicao esta, que pdde ser abolida quando o
calcio era adicionado ao meio.
A inibicdo pelo WEB 8170 das respostas contrateis
uterinas evocadas por acetilcolina -foi também revertida
quando concentragcdes crescentes de calcio (1,8 a 4,8mM) foi
adicionada ao banho
provocadas por acetil-
colina em jejuno isolado de rata foi moderadamente inibida
pelo WEB 8170, podendo-se levantar a possibilidade da exis-
téncia de subtlpos diferentes de receptores do PAF em uUtero e
jejuno de ratas A alta seletividade do WEB 8170 para a mus-
cul atura uterina podera posteriormente ser investigada na
terapéutica de partos prematuros, Vvisto que as drogas corren-
temente usadas terapeuticamente, coma 0s estimulantes Bj
tais como tolerancia

(BERG et al 1985)

Tendo em vista, pelo presente trabalho, que o PAF
esta envolvido no processo reprodutivo fisioldgico normal de
ratos, um melhor conhecimento desse processo seria essencial
para o manuseio correto dos problemas de infertilidade, bem
como no controle da fertilidade

A inibic&do das acgbes do PAF efetuadas pelo WEB 8170
na ovul
mar o seu papel no trato reprodutivo, em ratos

Se o WEB 8170 inibiu a gravidez, em ratos, apenas por
alterar a contratilidade u,terina ou por afetar a receptivida-
de uterina, sendo hostil a implantagcdo do blastocisto, ou
ainda por atuar diretamente no desenvolvimento embrionario

permanece por ser esclarecido
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estudo permitem

1. A marcada inibicado da implantacdo do ovo no endométrio.
juntamente com uma diminuicdo da ciclicidade ovariana normal
que ocorreu em ratas tratadas com o WEB 2170, antagonista
especifico do receptor-PAF, reforcou o pape! do PAF no pro-
cesso reprodutivo em roedores,
2. Um processo inflamatdrio transitdrio local é mfundamental
Utero. Os mediadores
neste proces-
soO. A supressao desta reacao inflamatdria por drogas com ati-
vidade antiinflamatdoria poderia resultar em prejuizo da
fertilidade
3. 0 WEB 2170, EP..10161 e indometacina quando testados indi-
vidualmente ou em associagdo, em ratos, foram capazes de
Tal fato levanta a possi-
bilidade de que PAF e eicosandides tém papéis sobrepostos nas
manifestacdes da reacao inflamatdria local que precede a
nidacao, podendo O PAF mediar seus efeitos através da libera-
cado de elcosandides
4. As completas reabsorcdes fetais observadas nas ratas que
receberam o WEB 2170 nos dias S a 14 da gravidez indicam

provavel mente uma acao do PAF no processo de crescimento e

5. Q prolongamento do periodo diestro do ciclo reprodutivo
mostrou um efeito supressivo do WEB 2170 na funcdao ovariana,

79
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ria sobre a nidacdo podera mostrar que o0 composto sob i nves-

exibindo uma seletividade maior para a musculatura lisa ute-

rina. Estudos "in vivo" deverao ser.-feitos na tentativa de

poder usa-lo como opcao terapéutica no controle de partos

prematuros,
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