
EFEITO DO WEB 2170.. UM ANTAGONISTA ESPECÍFICO DO FATOR

ATIVADOR DE PLAQUETAS (PAF) NO TRATO REPRODUTIVO EM RATAS

Vivianns Calheiros Chaves

DISSERTAÇÃO SUBMETIDA A COORDENAÇÃO DO CURSO. DE PóS-GRADUACÃO

EM FARMACOLOGIA COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENÇÃO DO GRAU 
f

DE MESTRE

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FORTALEZA - 1990



> 00 3 301" 1

BIBLIOTtCA CENTRAL

W í? oX <S 6'

oj i os / <n



s i tos

Esta Dissertação foi submetida como parte dos requi-

necessar1 os a obtenção do Grau de Mestre em

Farmacologia, outorgado pela Universidade Federal do Ceará, e

encontra-se a disposição dos interessados na B1 b 11oteca

Central da referida Universidade,

A citação de qualquer trecho desta Tese é perm1 tida,

desde que seja feita de conformidade com as normas da ética

científica.

Vivianne Calheiros Chaves

DISSERTAÇÃO APROVADA EM

Prof .
V

Vi et
i

Satyanarayana Rao

Orientador da Dissertação
.— * _ -----------

L

/ /

Prof, Manasses/c 1 aud i no Forfteles

J.U-—f
Prof. Francisco Manuelíto Lima de Almeida



Ao meu marido Antero e 

a minha -filha Larissa



Aos meus pais e 1rmãos



AGRADECIMENTOS

Ao meu admirável mestre, orientador e amigo Prof.

Vietla Satyanarayana Rao, pelo seu esplêndido espírito

criativo e crítico na área científ ca, bem como, pelo apoio,1

i ncent1 vodedicação e

Ao Prof . Manasses Claudino Fonte 1 es pe 1 a sua

i nestimável co1aboraçãq

Ao Prof . Francisco Manuelito Lima de Almeida pe 1 a

vaiíosas su gestões e esclarecimentos.

A César Lincoln Campeio Maia, médico am i go, pe 1 o

incentivo no campo da pesquisa científica.

Ao Dr Hubert Hever do Boehringer Ingelheim da

Alemanha pelo -fornecimento da droga em estudo.

Aos colegas do mestrado pelo espírito de eluta

companheirismo.

De -forma especial aos amigos Célio Lima de Me 1 o

José Clielder Rebouças da Silva que tanto me ajudaram o meu

e

>

mui to obrígada.

Ao Sr . Antônio de Pádua Raposo Mazulo pela excelente

orientação nos testes estatísticos.

A bibliotecária Norma Carvalho Linhares pela revisão

das referências bibliográficas

A Sra. Silvara Maria Gomes Andrade pela paciência e

ded i cação na execução do trabalho dati1ográfíco

& funcionária Nísia Rodrigues de Sousa pela ajuda nos

- trabalhos do laboratório

A todos os professores, técnicos e demais

v



■Func i onár i os do Departamento de Fisiologia e Farmacologia

UFC que direta ou 1nd1 retamente colaboraram.

& CAPES pelo suporte -financeiro que permitiu

da

o

desenvolvimento desse trabalho.

v 1



SUMARIO

RESUMO xiv

ABSTRACT xvn

1 . 1 - A I mp janta cão do Ovo , em Ratas..........................  1

1.2 - In-f lamacão..................................................  3

13- I n-f 1 ama cão Versus I mp 1 antação 5

1.4 - Fator At i vador de P1 a. que t as (PAF, PAF-aceter)........................7

1.4.1 - Aspectos Reprodutivos do Fator Ativador de Pla-
quetas............................................................................................................................ 8

1 4.1.1 - PAF, na Ovulacão...........................................................................................8

1.4.1.2 - PAF, na Implantação do Ovo.......................................... 10

1.4.1.3 - PAF, na Con t ra t i 1 i dado Uterina....................................... 12

1.5 - Antagonistas Se 1 etivos do PAF ........................................................ 13

1.6 - Dbj etivos...........       14

2 - MATERIAL.................................................................................................................................. 16

2 1 - Animais Experimentais........................................................................................ 16

2.2 - Soluções Fisiológicas................................................................................. 16

2.3 - Reagentes e Corantes..................................................................... 17

2.4- Drogas.................................................................................................................................. 17

3 - métodos.....................................................................................................................................19

3.1 - Experimentos "in vivo"................................... 1Q

3 1.1 - E-feito de Antagonistas Seletivos do Receptor
P.A.F , BN 52021, RP 48740, WEB 2086 e WEB2170 
sobre a Implantação do Ovo e Gravidez, em Ratas. 19

3.1.2 - E-feito do WEB 2086 e WEB 2170 sobre a Implanta
ção do Ovo, nos Sete Primeiros Dias da Gravidez,
em Ratas........................................................■............................................................. 20

3 1.3 - E-feito do WEB 2086 e WEB 2170 nos Dias 8 à 14
da Gravidez, em Ratas............................................................. 20

v i i



3.1.4 - Efeito do WEB 2170, em Doses Crescentes, sobre a
Implantação do Ovo, em Ratas...............................................................21

3.1.5 - Efeito de Inibidores da Fosfolipase Ag, Cicloxi-
genase e Lipoxigenase sobre a Implantação do Ovo, 
em Ratas...................    22

3 1.6 - Efeito da Associação de Inibidores da Cicloxige-
nase, Lipoxigenase e PAF, sobre a Implantação do 
Ovo, em Ratas................... |...................................................................................22

3.1.7 - Edema Inflamatório Agudo Induzido por PAF, Carra-
genina e Levedura de Cerveja, na Pata Direita de 
Ratos...............................................................................................................................23

3.1.7.1 - Efeito do WEB 2170 e Indometacina no Edema de
Pata Induzido por PAF ........................................................................ 24

3.1.7.2 - Efeito do WEB'2170 e Indometacina no Edema de
Pata Induzido por Carragenina.......................   26

3.1 7.3 - Efeito do WEB 2170 e EP 10161 no Edema de Pata
Induzido por Levedura de Cerveja ..................................... 26

3.1.8 - Efeito do WEB 2170 sobre o Ciclo Estral, em Ratas . 27

3.1.9 - Efeito do WEB 2170 sobre a Atividade Uterotrópica
Induzida pelo Estrógeno e nos Níveis de Fosfatase 
Alcalina, em útero de Ratas Imaturas .27

3.2 - Experimentos " i n vi tro " ........................................................ .................29

3.2.1 - útero Isolado de Rata nao Grávida.................................................29

3.2.1.1 - Efeito do WEB 2170 sobre as Contrações Induzi
das por Aceti1co1ina,. Ocitocina, Serotonina, 
Cloreto de Bário e Cloreto de Potássio...................  . . 29

3.2.1.2 - Efeito do WEB 2170 na Presença de Doses Cres
centes de Cálcio, sobre as Contrações Induzidas 
por Aceti Icol i na...................................  30

3.2.2 - útero Isolado de Rata Grávida................................................ 31

3.2.2.1 - Efeito do WEB 2170 sobre a Atividade Espontânea 
de útero Gravídico ............................................................. 31

3.2 3 - Efeito do WEB 2170 sobre as Contrações Induzidas
por Acetilcolina em Jejuno Isolado de Rata 31

3.3 - Métodos Estatí sti cos ..................................................................... . . 32

4 - RESIXIADQS................................................................................................................... 33

4 1 - Experimentos 11 i n vi vo ".....................................................................................33

4 1.1 - Efeito de Antagonistas Seletivos do Receptor 
P.A.F., BN 52021, RP 48740, WEB 2086 e WEB 2170 
sobre a Implantação do Ovo e Gravidez, em Ratas. 33

v i i i



36

4 12- Efeito do WEB 2086 e WEB 217o' sobre a Implanta
ção do Ovo, nos Sete Primeiros Dias da Gravidez, 
em Ratas...............................,..................................................

4 1.3 - E-feito do WEB 2086 e WEB 2170 nos Dias 0 à 14
da Gravidez, em Ratas................ 36

4.1.4 - E-feito do WEB 2170, em Doses Crescentes, sobre a
Implantação do Ovo, em Ratas............................................... . 38

4.1.5 - Efeito de Inibidores da Fosfolipase Ag, Cicloxi-
genase e Lipoxigenase sobre a Implantação do Ovo,
em Ratas....................................................................................................... 41

4.1 6 - Efeito da Associação de Inibidores da Cicloxige-
nase, Lipoxigenase e RAF., sobre a Implantação do
Ovo, em Ratas .......................................41

4.1.7 - Edema Inflamatório Agudo Induzido por PAF, Carra-
genina e Levedura de Cerveja, na Pata Direita de
Ratos...............................................................................................................................45

4 1.7.1 - Efeito do WEB 2170 e Indometacina no Edema de
Pata Induzido por PAF.....................................................   45

4.1.7.2 - Efeito do WEB 2170 e Indometacina no Edema de
Pata Induzido por Carragenina.....................................................45

4.1.7.3 - Efeito do WEB 2170 e EP 10161 no Edema de Pata
Induzido por Levedura de Cerveja..............................................47

4.1.0 - Efeito do WEB 2170 sobre o Ciclo Estral, em Ratas 47

4 1.9 - Efeito do WEB 2170 sobre a Atividade Uterotrópica 
Induzida pelo Estrógeno e nos Níveis de Fosfatase
Alcalina, em útero de Ratas Imaturas................. 51

4 2 - Experimentos " i n v i tro11 ........... .......................................54

4.2.1 - útero. Isolado de Rata não Grávida ...........  54

4.2 1.1 - Efeito do WEB 2170 sobre as Contrações Induzi
das por Acet 11 co 1 i na , Ocitocina, Serotomna,
Cloreto de Bário e Cloreto de Potássio............................. 54

4.2.1.2 - Efeito do WEB 2170 na Presença de Doses Cres
centes de Cálcio, sobre as Contrações Induzidas 
por Acetilcolina .. .......................................

4 22 - útero Isolado de Rata Grávida . 57

4 23 - Efeito do WEB 2170 sobre as Contrações Induzidas
por Acetilcolina em Jejuno Isolado de Rata 63

5 - DISCUSSaO....................................   6b

6 - CDNCLUSoES.....................................................   7^

7 - REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ................................................................... 81

1 x



LISTA DE TABELAS

Tabe

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

1 a Pagina

Efeito de antagonistas seletivos do PAF,

BN52021, RP48740, WEB 2086 e WEB 2071 sobre a

implantação do ovo e gravidez em ratas, 34

Efeito do tratamento com o WEB 2086 e WEB 2071 

sobre a implantarão dó ovo e gravidez em ratas 37

Efeito do WEB 2170, em doses crescentes, sobre

a implantação do ovo e gravidez, em ratas 40

Efeito do tratamento com inibidores da fosfoli-

pase Ag, c1c1oxigenase e lipoxigenase sobre a 

implantação do ovo, em ratas 42

Potência do WEB 2170 comparada à da indometaci-

na, EP 10161 e dexametasona na implantação do

ovo em ratas 43

Efeito da associação de inibidores da ciclo x i -

genase, lipoxigenase e PAF sobre a imp1 anta ção

do ovo, em ratas 44

Efeito do WEB 2170 e indometac i na no edema de

pata induzido por PAF', em' ratos 46

Efeito do WEB 2170 e i ndometac i na no edema de

pata induzido por carragenina. em ra tos 48

Efeito do WEB 2170 e EP 10161 no edema de pata

induzido por levedura de cerveja, em ratos 49

Efeito, do WEB 2170 no edema de pata induzido

por PAF, carragenina e levedura de cerveja, em

ratos 50



52

em

53

58

64

« 1



LISTA DE FIGURAS

Figura

1

2

3

4

5

6

7

8

Estrutura do PAF e seus antagonistas estudados

(BN 52021, RP 48740, WEB 2086 e

Efeito dos antagonistas do PAF

2170) sobre a gravidez em ratas

ao 62 dia da gestação

Página

WEB 8170)

(WEB 2086

tratadas

E-feito do WEB 2170 sobre a gravidez.

tratadas do 82 ao 142 dia da gravidez

E-feito do WEB

pica induzida

imaturas

E-feito do WEB

1i na em útero

15

25

em

2170

pelo

2170

e WEB

ra tas

35

3*

sobre a atividade

estrógeno em útero

uterotró-

de ratas

55

nos níveis de fosfatase al-

de ratas imaturas 56

2170 sobre as contrações induzi-

das par acetilcolina bm útero isolado de rata

não grávida 59

Concentração do WEB E‘170 (ug/ml) necessária pa-

a

de

bário e cloreto de potássio em útero de ra ta

não grávida 60
•f

E-feito do WEB 8170 na presença de doses crescen-

tes de cálcio sobre as contrações induzidas por

acetilcolina em útero isolado de rata não gravi

da 61

H Í Í



62

10 Efeito do WE B sobre as contrações espontâ

neas em útero de rata grávida

11 Efeito do WEB 2170 sobre as contrações nduzídas

por acetilcolina em jejuno isolado de rata 65

x i 1 1



RESUMO

Estudos para apoiar o papel do -fator ativador de

plaquetas

tagomsta específica do receptor-PAF, o WEB 2170

□ tratamento com o WEB 2170 durante o período pen

implantação, inibiu significativamente a implantação do ovo

em ratas, numa dose vaHando de 1 a lOmg/Kg, i p A gravidez

nestes animais -foi bloqueada em 33.3%, 50% e 66,6*4 nas doses

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

não -foi evidenciado aumento da inibição da gravi dez Nenhuma

di-ferenca na í nibição da gravidez -foi observada quando o

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

nos dias 1 da gestação indicando provavelmente o efei toa 7

da droga no

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

1ntensa 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 1ipoxigenase) e indometacina (inibidor da cíc1o —

k i genase) -foram também capazes, de inibir a gravidez de manei-

ra similar ao WEB 2170 Entretanto, a potência do WEB 2170 em 

inibir a implantação do ovo não aumentou, quando associado 

com inibidores da síntese dos eicosanóides. Essas observações 

revelam a importância do processo ínf1amatório na mdacao e 

x i V



também levantam -a possibilidade do PAF mediar seus efeitos 

através da liberação de eicosanóides.

0 WEB 2170 administrado às ratas grávidas nos dias 8 

a 14, na dose' de 5mg/Kg, i.p afetou a organogênese causando 

reabsorções -fetais 0 antagonista do PAF em estudo, não

influenciou a acão uterotrópica induzida por estrógeno em

ratas imaturas Isto sugere que o PAF não apresenta atividade

estrogênica ou anti-estrogênica A administração do WEB 2170

(5mg/Kg, i p por 10 dias consecutivos à ratas apresentando

prolongou a fase diestro do ciclo reprodutivo Ciclos normais

foram. entretanto, restaurados dentro de vinte dias após o

término do tratamento

□ WEB 2170 produziu inibição significativa das

contrações induzidas por diferentes agonistas em útero de

rata não grávida, "in vitro", bem como, inibiu atividadea

A sua I CcjQrítmica espontânea de útero de rata grávida

(MÉDIA ± EP) para vários agonistas estudados como acetilcoli-

na, seroton1 na,

potássio foi de

0,03jj.g/ml 0,28

mente 0 efeito

i

quido nutritivo Um aumento de quatro vezes 

do cálcio no liquido nutritivo, reverteu

na concentração

completamente o

uterinas induzi

das por acetilcolina As contrações induzidas por acetilco-

11 na em jejuno isolado de rata não foram signifícatívamente 

inibidas pelo WEB 2170, índicando 'uma seletividade maior des

te composto para a musculatura lisa uterina



Este estudo mostrou que o WEB 2170 inibiu a implanta

ção do ovo, prejudicou o desenvolvimento -fetal e diminuiu a 

contrati1idade uterina, efeitos estes que poderiam ser 

mediados via antagonismo do PAF, o qual pode estar envolvido 

no processo -fisiológico associado ao ciclo estral e gravidez



ABSTRACT

Evi dence to support a role for platelet activating

factor <PAF) in reproduction was provided through s tud i es

wi th the specif íc PAF-receptor antagonist, WEB 2170

during peri-implantation

signi fícantl y 1nhibi ted ovaimplantation in rats at a dose

range of 1 to 10mg/Rô. i p Pregnancy in these rats was

interrupted by 33.3%; 50% and 66.6% -For the respective doses

of 1; 5 and lOmg/Kg However', the dose o-f 20mg/Kg did not

evidence a further increase in the pregnancy inhi bi tion No

difference in the inhibitions of pregnancy was observed

whether WEB 2170 treatment was given on days 4 to 6 or on

day s 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 íts specificity to

b 1 oc k the PAF-receptor Several other drugs of anti -

1nflammatory nature such as dexametasone (phospho11pase Ae

i nhi bi tor >, EP 10161 ( 11poxygenase 1 nhi b i tor) and

1ndomethacin í ciclaxygenase inhibitor) were also found to

inhibit pregnancy in

Nevertheless. the

a manner similar to that of

inhibitory potency of

WEB 2170

WEB 2170 on

ovoimplantation was not enhanced when comb1ned w i th

eicosanoid synthesis inhibitors These observations reflected

the importance of ínflammatory process in ovoimplantatian and

wvi i



also leave the possibility of PAF mediating its effect 

through the liberation o-F eicosanoids1.

WEB

14, 1 n

2170 administred to
a dose of 5mg/kg, i'p

pregnant rats on days 8 to

affected or ganogenes 1 s and

promoted fetal resorpt ions 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

Norma 1 CYdes were, however, restored within 20 days

following the cessation of treatment

WEB 2170 P roduced sigm-fi cant i nhi bi t i on of

spontaneous rhythmic activity of pregnant rat uterus as we 1 1

as drug induced contractions of nonpregnant rat uterus in

Its IC5Ç> ( MEAN SÉ) concentration for various

agonists, such as, acety1cho1i ne, serotonin, oxytocin, barium

chloride and potassium chloride were found to be ín the order

of 0.17 ± 0 02pg/ml ; 0 53 ± 0 04pg/ml; 0.29 ± 0 03pg/ml , 0.28

± 0.03jjg/ml and 0.28 ±

effect of WEB 2170

0 03jug/ml respectively The inhibitory

was found to be dependent on the

concentration of calcium ion in the surrounding médium. A

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

acety1cho1ine-1nduced contractions. The acety1cho11ne-1nduced 
I

of rat jejunum were onlycontractions msignif 1 cant 1 y

inhibited by WEB 2170 It implies that the PAF antagomst

possess high selectivitv for the uterine smooth muscle

this study has shown that WEB 2170 
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inhibit ovoimplantatíon. impairs fetal growth and supresses 

uterine contracti11tv. 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

xix



1 INTRODUÇÃO

11 - â l.rnP-Lan.t.ag.ãQ do. Qvo., ejn Ratas

Em ratas, a ovulação ocorre espontaneamente e está

sob controle do eixo h 1 pot.á 1 amo-h 1 pof i sár io . 0 início da gra-

videz, já é considerados no momento da ovulação, quando os

espermatozóides presentes no

o óvulo liberado do folículo (ODOR & BLANDAU, 1951).

c i am-se

brião o estágio de duas células nos dois primeiros dias de

gravidez estágio de quatro células no terceiro dia, está-

gio de catorze a dezesseis células no quarto dia para fi-

nalmente •formar o blastocisto ou blástula por volta do quinto

ocorre a implantação do blastocisto no endométrio (PSYCHOYOS,

1960a).

A presença de estrógeno e progesterona secretados de

maneira sequenciada se faz necessária para a sensibilização

do endométrio com subsequente resposta à estímulos deciduogê-

nicos (PSYCHOYOS, 1966, DEY & JOHNSON, 1980). Antes da ovu1a-

pelo estrógeno,o útero parece ser sensibi.lizado
1 ‘

da progesterona durante os primeiros quatro dias

soí re

da gra-

vi dez e em

cao,

>

que ocorra mudançás endométriais que facilitem à nidação

(FINN, 1983; HEARN, 1986)

1



No quinto dia da gravidez o endométrio está sensibi-

lizado suficientemente para permitir a diferenciação das cé

lulas do estroma uterino em células deciduais (reação da cé- 

lecimento da implantação do ovo.

□ mecanismo exato a nível celular responsável pela

foi esclarecido. Uma variedade de estímulos mecânicos,

imunológicos e/ou químicos são capazes de induz i r dec1dua11 -

zacao. A presença do blastocisto no útero pode funcionar como

um ou mais destes est í mu 1 os (FINN, 1986).

0 fator responsável da cé-

lula decidual, em ratos, -Foi atribuído micialmente a hi sta-

mina (SHELESNYAK,1952) que uter1 no

induzia maciça decidualização. A hipótese do papel específico 

e único da histamina como indutor da reação decidual desapa

receu quando várias outras substâncias induziram decidualíza- 

ção quando injetadas no lúmen uterino como serotonina

(PSYCHOYOS, 1960a), bradicinma (De FEO, 1963), prostag 1 and 1 -

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 estímulos artificiais

inespecíficos como óleo, soluções isotônicas e etc.

A reação da célula decidual é complexa e envolve in

terações entre endométrio e embrião, mudanças no sistema vas

cular uterino, crescimento e diferenciação das células estro- 

máticas bem como outras alterações (KENNEDY, 1986).

Entretanto, independente do estímulo, o aumento da 

permeabilidade vascular uterina parece ser condição "sine qua 

non" para a decidualização (PSYCHOYOS, 1960b).
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1.2- I nf 1amacão

Os seres humanos devem à inflamação sua capacidade de 

destruir, diluir ou isolar os agentes lesivos.

Estímulos físicos, químicos ou biológicos de intensi

dade suficientes poderão provocar lesão tecidual cuja respos

ta do hospedeiro à lesão manifesta-se por alterações hemodi-

nâmi cas, resultando em vasodilatação com aumento do fluxo

sanguíneo local e da permeabilidade vascular com exsudação de 

proteínas plasmáticas e finalmente acúmulo de leucócitos na 

área 1esada.'

Qualquer que seja a natureza da lesão, a reação í n- 

flamatória resultante, assume um aspecto uniforme, quase es

tereotipado. Partindo-se desta reação estereot1 pada, surgiu 

a idéia da resposta inflamatória ser mediada pela liberação 

de substâncias ativas, mobilizadas endogenamente, chamadas de 

"mediadores químicos" da inflamação (LEME, 1981).

Estes, podem originar-se do plasma, de células ou 

possivelmente dos tecidos lesados e incluem: aminas vaso-

ativas (histamina e seroton i na) , proteases plasmáticas (o

sistema de cininas, bradicinina e calicreina; o sistema de

complemento, Cga, C5 - C5b-C9i °

f íbn-

na), metabólitos

prostaglandinas e tromboxanos; via da lipoxigena.se, der 1vados

hidroperóxidos e 1 eucot r 1 erios consti-> í

tuintes 1 isossomicos, radicais livres derivados do

fator ativador de plaquetas (PAF), linfocinas e outros.

A mobilização e ativação destes mediadores químicos
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sao responsáveis pelas alterações hemodinâmícas e eventos

celulares que ocorrem no processo inflamatório em resposta ao

agente lesivo e que culminam na destruição, diluição ou íso-

lamento deste agente

A infl amacão portanto, não é um evento meramente lo-

cal. Um alto grau de complexidade a acompanha e a desenvolve

Dependendo da intensidade e persistência do estímulo nóxico

ela pode assumir caráter benéfico com eliminação do agente

lesivo ou maléfico com sequelas progressivas, destrutivas e

danosas para o organismo.

Ela é influenciada por defesas naturais do hospedei-

ro, por circunstâncias que afetam ò organismo como um todo

(desnutrição, disfunções hormonais, hemato1óg1cas, etc) e por

at 1 -

"modu-

ladores da resposta ínf1amatória". Sem o mecanismo de auto

controle exercido pelo organismo, a inflamação nunca cessaria

e permaneceríamos congestos e edemaciados (ROBBINS & COTRAN,

1983).

uma cadeia

complexa de eventos onde as manifestações locais apenas

parte deste evento, é uma resposta multimediada e muitimodu-

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

dores nervosos, hormonais e neuroendócrinos influenciam esta

resposta.
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í . 3 - Inflamação Y.gr.sus Implantação

1 n-

flamação foi demonstrada, em |ratos, por PSYCHOYOS (1960b)

A primeira resposta à um estímulo i n-f lamató r ío é um

aumento do fluxo sanguíneo e da permeabilidade dos vasos na

área lesada, resultando em edema tecí dual.

Na -fase inicial da ras mudanças

visiveis sao um aumento 'do -fluxo sanguíneo e da permeab111da-

de dos vasos nas áreas endometriais contendo o blastocisto

(PSYCHOYOS,1960b)

Juntamente com as alterações vasculares, mudanças

celulares similares as que ocorrem na

critas no útero durante a implantação. Um in-filtrado de célu-

las inflamatórias incluindo mastócitos (BRADON & BIBBY,

1979) 1eucó c1 tos polimorfonucleares (ENDERS & SCHAFKE,

1979) e macrófagos es-

f

troma

Baseado nestas mudanças vasculares e celulares a ni-

dação ■foi comparada a uma reação in-f lamatória transitória 1 □-

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

rios mediadores 1nf1 amatór1 os incluindo histamina (KRAICER &

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

d i nas (PHILLIPS & POYSER, 1981) e mais recentemente leuco-

tr ienos (MALATHY et al, 1986) e PAF aceter (ACKER et a 1 ,

1989).

va-

rias células sanguíneas podem interagir entre si através de

citocinas e contribuírem para a liberação local desses media-
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estimulo hormonal especifico Sabe-se que o estrógeno degra

nula mastócitos e da f os f o 1ipase no

útero (SAKSENA et al , 1976) . A ativação da fosfo 1i pase a2 re

livre e liso-PAF de

membranas lipidicas. Uma vez liberado, o ácido aracdônico

rapidamente metabolizado por enzimas intracelulares (ciclox

genase e 1ipoxigenase) em vários produtos biologicamente at 

vos conhecidos como eióosanbides (prostag1andinas 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 inflamatórios e outros fatores respon-

sáveis pelo aumento da permeabilidade vascular endometrial e

indução da decidualização resultando na efetiva implantação

do ovo

1.4 - Fator At i vador de Plaquetas (PAF, PAF-aceter)

0 fator ativador de ■ plaquetas (PAF, PAF-aceter),

FIGURA 1, foi ínicialmente descrito como produto derivado de

basó f i1 os de coelho sensibilizado pela 1munoglobu1ina E capaz

Ae

e

1 -

1 -

de agregar plaquetas (BENVENISTE et al, 1972). é conhecido 

como 1-0-a 1 qu i 1-2 ( R )-acet 1 1-gl i c:ero-3 f osf or i 1 co 1 i na (DEMON-

POULOUS et al,, 1979, BENVENISTE et al, 1979b) mediador fosfo- 

lipidico formado por diferentes tipos celulares incluindo 

leucócitos (CAMUSSI et al, 1981), macrófagos (BENVENISTE et 
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al, 1979a), células endoteliais (CAMUSSI et al, 1983) e pla- 

quetas (CHIGNARD et al, 1979) após estímulo imunológico e nao 

i muno lógico.

Está presente nas células como precursor 1-0-alquil- 

2(R) aci1-g1icero-3-fosfatidi1co1ina (Alqui1-aci1-G.P C ) e 

sua -formação envolve duas vias sintéticas (VARGAFTIG et al, 

1980): (1) Ativação da fosfolipase Ag com desacilação do al- 

qui1-aci1-G.P.C. dando como produto o liso-PAF que possui 

propriedades.fisicoquímicas similares ao PAF mas é biologica

mente inativo. (8) Acetj.lação 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— 

mação do PAF são dependentes do cálcio.

A inativação

aceti1transferase. A

do PAF é efetuada pela acetilhidrolase e 

aceti1hidrolase converte o PAF em liso-

PAF, pela remoção do

Ela está presente tanto no meio intra como extra-ce- 

lular. A forma intracelular 'é encontrada na fração citosólica 

de várias células e tecidos e é resistente à ação de protea- 

ses. A aceti1transferase através do sistema de acilação

transforma o liso-PAF no precursor inicial alquilaci1-G.P.C

0 liso-PAF exógeno é convertido pr1nc1pa1 mente em

alquilaci1-G.P.C. e uma pequena quantidade em PAF devido a

aci1transferase ter uma maior afinidade pelo liso-PAF e/ou

maior velocidade de reação do que a aceti1transferase

(BRAQUET et al, 1987) .

Estudos anteriores demonstraram que o alquilacil-

G.P.C. tanto é precursor do PAF, como uma importante or 1 gem

de ácido aracdônico (A.A.), sendo este um dos maiores ac 1 dos

graxos incorporados ao precursor 'inicial Portanto, o ciclo



8

de desacilação-reacilatão pode realizar um importante papel 

na regulação celular ativando células e liberando PAF e A.A 

através de um mecanismo comum '(desaci 1 ação) seguido pela 1 na- 

tivação (reacilação), retornando às células aos seus estados 

inativos.

dependentes da

espécie

venosa do PAF em espécies animais diferentes é seguida por

efeitos (ratos, cobaia,

aumento da re

sistência das vias aéreas (cobaia), aumento da permeab111 dade

>

vascular (ratos e cobaias), tromboc1topenia, neutropenia e

morte em algumas espécies animais.

0 PAF está envolvido em ínumeras condicoes

■fisio pato lógicas incluindo trombose arterial, choque endotó-

miocárdica e cerebral, doenças renais,

imunológicas e numa variedade de doenças 1nf1amatorias

(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 Ovulacão

No ovário, mudanças sequenciadas na maturação do to-

liculo de "Graf-f" culminam com a ruptura do folículo e libe

ração do óvulo (DAPHNA-IKEN et al,-1989).
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Atenção tem sido dada recentemente, às alterações 

bioquímicas que levam à ruptura folicular. 0 papel essencial 

da proteólise na ovulação, sugerida por SHOCHET (1916) tem 

sido confirmado baseado na evidência da participação da cas

cata proteolítica (MORALES et al, 1983; TSAFRIRI et al, 1989) 

envolvendo o -fator ativador de plasmi nogênio tecidual, plas- 
mina e colagenase culminando'na degradação do colágeno (cola- 

genólise) e contribuindo para a ruptura do foliculo.

Na ovulação. observou-se um aumento da permeabí1ídade

vascular seguido de hiperemi a e edema do tecido ovariano além

de um infiltrado de células ínf1amatórías locais. Baseado na

similaridade entre ovulação e inflamação (ESPEY, 1980) levan-

tou-se a possibilidade do envolvimento do PAF na ovulação

(ABISOGUN et al, 1989)

tratamento com antagonistas seletivos do receptor-

PAF adm i n i s trados localménte no ovário, durante o periodo

0

pré-ovu1atório, em ratas, confirmou a ação do PAF como blo

queador da ovulação em re •sposta à estimulo gonado t r ó f 1 co

exógeno (DAPHNA-IHEN et al ,

capazes de inibir a co1agenó1ise ovariana e a permeabilidade

vascular eventos que precedem a ruptura do foliculo

A origem celular primária e o "alvo" da ação do PAF

na ovulação ainda não foram esclarecidos. Supõe-se que o PAF

e a ativação

de trombócitos e leucócitos ín vivo e n v11 ro Os neutro f 1 -

los contém

aumentam a

proteases que degradam a
• I

permeabilidade epitelial

"matriz l< folicular e

(MILKS et a 1, 1986)

í

favorecendo a ovulação é possível também que

seja mediada via e1cosanó;des (prostag1 and 1 nas e leucotrie- 

nos) □ pico de LH pré-ovu1atório estimula a colagenólise 
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ovariana, a cicloxigenase, lipoxigenase e aumenta o fluxo 

sanguíneo ovariano 0 aumento da colagenólise ovariana e 

permeabilidade vascular parecem ser mediadas por produtos da 

cic1oxigenase (prostag1 andinas) , lipoxigenase (1eucotrienos) 

e PAF .

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

nóides, provavelmente envolvendo leucócitos.

1.4.1.2 PAF, na Implantação do Ovo

pelo

para o reconhecimento materno da gravidez. Está pre-

sente no líquido amniótico humano (BILLAH et 1985) e asa 1 >

enzimas envolvidas no seu metabolismo foram encontradas no

tecido amniótico ( BAN et al,' 1986) onde o PAF ■foi sintetiza-

do .

descríta inicial-

mente por 0'NEILL (1985) que observou uma redução na contagem

do ovo, 

em camundongos. Esta trombocitopenia foi também produzida

pela injeção intra-perítoneal, em camundongos esplenectomíza-

dos, do meio de cultura de embriões produzidos nas -fértil íza-

cões l< confirmando a produção

do PAF pelo embr1 ao.

□ potencial da gravidez, nas transferências de em-

br i oes tem sido corre1 acionado

com a produção de PAF pelo embrião, sugerindo o papel do PAF 

no estabelecimento da gravidez



11

A nível embrionário, o PAF -foi capaz de estimular o

catabolismo a

COg, podendo este, ser usado como marcador para a

viabi1idade 0 aumen-

to no metabolismo dos carboidratos demonstrou um e-feito dire

to do PAF no desenvolvimento embrionário.

Em ratosj como em outras espécies de mamíferos, a

por um aumento da permeab11í- ’

dade vascular endometrial nas áreas contendo o b1 as toc is to

(PSYCHOYOS, 1960b) facilitando a decidualização. 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 ativaçao

p1aquetáría. ACKER (1988) demonstrou que o PAF í nj etado

1ntra-útero, em ratas sensibilizadas pelos hormônios da gra-

plantação do ovo

0 início da gravidez lembra uma resposta in-flamató- 

ria, sugerindo o papel do mediador inflamatório PAF, na

var1 os

iatores de crescimento: -fator de crescimento derivado de pla-

quetas (P.D.G.F.), -fator ativador de tecido conectivo; -f ato-

res de crescimento e promotores de adesão semelhantes a 11 -

bronectina. Quando ativadas, por ação do PAF, 1 i beram

J crescimento do

tro-foblasto na parede uterina durante a 1mp1antação do



12

de produção uterina de

do a gestação

Os níveis de PAF intra-útero estão aumentados no

mi cio da gravidez cancam um pico no quarto dia (período

retornam ao normal por volta do sétimo dia

(ANGLE et al, 1986)

Além do PAF., . outros mediadores 1 n-f lamató r 1 os têm sido

implicados como imciadores da reação decidual. 0 PAF é capaz

leucotrienos em

vários tipoS celulares e tecidos (HENNEDY 1977) e estes

apresentam também propriedades vasoat i vas nfluenciando as

respostas deciduais que precedem a implantação do ovo (ACKER

et al, 1988)

envo1 ve

portanto, uma cascata de mediadores químicos.

papel do PAF no processo reprodutivo, em roedores,

so -foi confirmado após o uso de antagonistas seletivos do

PAF , administrados durante o período pré-imp1antacao , capazes

de inibir a nidação.

.1.3 PAF, na Contratil idade Uterina1 . 4

1

»

1

A

0

do PAF,

na contrati1idade uterina.

(1986) mostrou que o PAF éMONTRUCHIO et al capaz de

grávídas,

atribuindo este efeito à produção de eicosanóides MEDEIROS &

CALIXTQ (1989) demonstraram que o PAF também a-feta a reativi-



13

dade uterina por induzir respostas contrateis em úteros

isolados de rata grávida e não grávida.

Não se sabe porém, se o PAF atua diretamente no mio-

métrio via receptor específico ou indiretamente através da

estimulação da síntese de eicosanóides. Talvez ele possa 1 n-

fluenciar na reprodução por regular a contrat i 1 i dade uterina

1.5 - Antagonistas Seletivos do PAF-aceter

Somente com a descoberta e extração de inibidores es

pecíficos do PAF foi possível estabelecer o seu papel em vá

rias condições fisiopato1ógicas. Três classes diferentes de 

antagonistas seletivos do PAF foram descritas: (1) 

do PAF com marcada propriedade antagonista: CV39B8;

Análogos

RQ193704,

SRI63441 e compostos derivados, etc. (2) Produtos natura i s

inclui ndo os terpenóides (Ginkgo1ides 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 sintéticos incluindo o RP 48740 e os

hetrazepínicos (WEB 2086 e WEB 2170), além de outros compos-

tos recentemente sintetizados.

Alguns destes compostos têm sido ut111z ados por

vários pesquisadores para estabelecer o pape 1 de PAF no pro-

cesso reprodutivo, tais como, ovulação,

gravidez. Dos trabalhos'realízados anteriormente, nenhuma

de tais

estudos terem sido realizados em espécies diferentes, empre-

gando antagonistas do PAF com estruturas químicas diversas, 
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esquemas de dosagem e via de administração distintas e sob 

condições experimentais variadas.

Para esclarecer a

tivo, o presente trabalho utilizou um potente antagon1s ta

seletivo do receptor-PAF , WEB 2170, sintetizado recentemen-

te, com os objetivos abai xo mencionados

o

16- Objetivos

< 1 > Observar os efeitos do antagonismo do PAF na ím-

plantação do ovo, organogênese fetal e contrati1ídade uter1-

na

(2) Verificar se ha relação dose resposta no efeito

(3) Comparar os efeitos do WEB 2170 com drogas com

atividade antiinflamatória, na nídacao.

(4) Analisar a especif cidade do WEB 2170 em antago-

nizar o PAF, no modelo animal de inflamação aguda, induzida

1

por diferentes agentes flogisticos.

♦
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FIGURA 1 - Estrutura do PAF e seus antagonistas estudados

(BN 52021, RP 48740, WEB 2086 e WEB 2170)



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

rá

Os ratos -foram mantidos em condições ambientais seme

lhantes, com ciclos claro/escuro de 12 em 12 horas, recebendo 

racao em "pellets" (Purina) e água "ad libitum"

2.2- So_l.ug.Qgs. F..i...s i.Q.l.ç) ligas

As soluções fisiológicas -foram preparadas com sais de 

pureza analítica (MERCK) As concentrações -foram expressas em 

mil imolar (mM) . I
- Solução salina

NaCl 154

- Solução de De Jaion

NaCl 154. KC1 5,3; CaCl2 0,6, NaH2PO4 0,3, NaHCOg

6,9, Glicose 2,7

- Solução de Tyrode

NaCl 136; KC1 2,68; CaCl2 1,8, MgCl2 0,92, NaHP04

0,36; NaHC03 11,9, Glicose 5,5

16
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2.3 - Reagentes e Corantes

ÁLCOOL ETíLICD

DIMETILSULFÓXIDO (D.M.S.O.)

ÉTER ETiLICO

GLICINA

HIDRÓXIDO DE SÓDIO

LAURIL SULFATO DE SÓDIO

TIMOLFTALEÍNA MONOFOSFATO

(R A. Prod. Químicos)

(REAGEN)

(REAGEN)

(E. MERCK)

(REAGEN)

(REAGEN)

(SIGMA)

2.4- Drogas

Benzoato de estradio 1

BN 52021

Carragen 1 na

Cloreto de acet i1coIi na

Cloreto oe bá r í o

Cloreto de cálcio

Cloreto de potássio

Dexametasona

D i et i 1 es 1.1 1 bes t ro 1

(SIGMA)

(HENRI BEAUFOUR INSTITUTE)

(SIGMA)

(SIGMA)

(REAGEN)

(REAGEN)

(GRUPO QUÍMICA)

(DECADRON - M.S.D )

(SIGMA)

- EP 10161 (HENRI BEAUFOUR INSTITUTE'

- 5-Hidroxitr1ptamina

- Indometacinina

(SIGMA)

(INDOCID - M S D )

- Levedura de cerveja

- Ocitocina I
(MEAD JOHNSON)

(CEME)

P A.F (Fator Ativador de Plaquetas) (HENRI
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BEAUFGLJR

RP 48740

WEB 2006

WEB 2170

INSTITUTE)

(RH0NE-P0ULENC SANTÉ)

(BOEHRINGER INGELHEIM)

(BOEHRINGER INGELHEIM)



3 MÉTODOS

3. 1 - Experimentos "in vivo '*

3 11- Efeito de Antagonistas Seletivos do Receptor PAF 
BN 52021. RP 48740, WEB 2086 e WEB 2170 sobre a Im
plantação do Ovo e Gravidez, em Ratas

Ratas Wistar (150 - 200g) de comprovada fertilidade 

foram acasalados com fêmeas dev ciclo regular, na fase pró-es- 

tro do ciclo estral, A presença de espermatozóides no esfre- 

gaço vaginal, visualizados por microscopia óptica, 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 aníma is toi tratado com BN52021 (lOmg/Kg,

RP48740 (lOmg/Kg i p ), WEB2086 (lOmg/Kg, 1 P.) ou WEB217C

(lOmg/Kg o grupo de 10 animais (controle) com o vei-

1 . P . ) ,

J 1 . p ) e

culo dimetilsulfÓHido (D.M.S.O. à 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° di a da gravídez,

zados sob ligeira anestesia com éter etílico e o n2 de sítios

de implantação nos

de si tios de implanta-

cão era considerada como critério de 1 0

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

19
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quando então verificava-se o tempo de gestação número de -fi

lhotes nascidos por animal e as perdas fetais em cada grupo

Com a finalidade de avaliar a potência destes antago-

nistas do PAF no período mais precoce da gestação foram

escolhí dos, ao acaso, 3'grupos de 6 animais cada

19 grupo (controle) recebeu o veículo D.M.S.O. a 5’4

(2m1/Kg, ) em 154mM de NaCl. o 29, o WEB 2086 (5mg/Kg,

Todos os grupos foram tratados do 19 ao 79 dia da

d i á ría. No 109

as drogas acima citadas, em uma unica inj eçao

dia da gravidez, as ratas foram laparotomi za-

das, sob ligeira anestesia com éter etílico, e o n9 de sítios

nos cornos uterinos foi verificado e anotado

para cada animal 0 abdome e ra fechado e esperava-se o térmi-

no da gravídez, verif1 cava-se o percentual de

de f11hotes nas-

cidos por animal e as perdas fetais em cada grupo

3.13 D1 as 8 à 14 da

0

1 P

1 . p . ) e o

Com o intuito de averiguar possíveis efeitos sobre a 

organogênese fetal, o WEB 2086 e WEB 2170 foram administrados 

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

aleatoriamente grupo -foi tratado com o veículo D.M.S.O

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

(5mg/Kg, i p ) 39. com WEB 2170 (5mg/Kg, 1 . p )

0 1

i p

e o

o

)

Esperava-se o término da

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

por animal

3.1.4 - E-feito do WEB 2170, em Doses 
Implantação do Ovo, em Ratas

Crescentes, sobre a

Com o objetivo de verificar se doses crescentes do

WEB 2170, potencializava seu efeito anti-imp1antação, foram

escolhidos ao acaso 4 grupos de 6 animais cada 0 19, foi

tratado com o WEB 2170 na dose de lmg/Kg, 1 . p., o 29 na dose

de 5mg/Kg, 1 p . , o 39 n a dose de lOmg/Hg, i . P e o 49 na dose

de 20mg/Kg, i P

Todos os g ru pos foram tratados do 49 ao 69 dia da

gravidez, com a droga, em uma única injeção diária.

No 109 da gravidez, realizava-se laparotomia e

verificava-se o n9 de s tios de implantação por rata grávida

A completa ausência de sítios de implantação era

considerada c.omo critério de inibição da gravidez.

0 mesmo procedimento foi -feito com a droga, nas doses 
-t

de iOmg/Kg e BOmg/Rg, por via oral.



22

3.1 5 - Efeito de Inibidores da Fosfolipase Ag, Cicioxigenase 
e Lipoxigenase sobre a Implantação do Ovo, em Ratas

Sabendo-se que, um processo inflamatóno transitório 

envolvendo o mediador lipídico PAF, se -faz necessário para a 

implantação do blastocisto no útero, -foi levantada a possibi

lidade do envolvimento de outros mediadores químicos no pro

cesso reprodutivo

Foi inibidor deana1i sado . um

(Indometacina), da 1 í pokigenase (EP1016Í) e da

c1c1ox i genase

-fos-fol i pase Ag

(Dexametasona)

acaso.

Três grupos de 6 animais cada -foram

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

esco1h1 dos ao

1 P ) , o 22 com ndometacina (5mg/Kg, p o ) e o 32 com o1

E010161 (lOmg/kg em dose única diária, do 42 ao

dia da gravi dez dia da gravidez, laparotomia era

cava-se n2 de implantes por rata gráv da

i i p . ) , 6°

o 1

A completa ausência de implantes era considerada como cri te -

3.1.6 - E-feito da Associação de Inibidores da C i c 1 ox 1 genase ,
Lipoxigenase e PAF, sobre a Implantação do Ovo, em 
Ratas

Com o objetivo de verificar se a associação de 

múltiplos inibidores da resposta 1nf1ainatór1 a, potencializava 

o e-feito anti-implantacão, -foi escolhido, ao acaso, um grupo 

de 6 animais e tratado com um ínibi-dor da ci cloxi genase ( I n- 

dometacina) na dose de 5mg/Kg, p o., um da lipoxigenase
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i p , e um inibidor do PAF (WEB

ao 69 dia da gravidez com as

No

Os animais

drogas, em

109 dia da gr avidez, laparotomia era

foram tratados do 49

dose única, diária

realizada e verifí-

cava-se o n9 de implantes por rata grávida. A completa ausên

cia de implantes era considerada como critério de ímbicao da

gravidez.

3.1.7 — Edema Inflamatório Agudo
na e Levedura de Cerveja

Induzido por PAF 
na Pa ta Direita

Carragen1- 
de RatosJ

C WEB 2170 -foi testado no modelo de edema ínflamatc- 

rio agudo induzido por diferentes agentes -flogisticos para 

verificar possíveis e-Feitos ant i i n-F 1 amató r ios especí-ficos e 

1 nespec í -F i cos

Inj etava-se o PAF, c$r

na pata direita de ratos e ve

por p 1 et i smó grato, antes e ap

tico

ragemna e levedura de cerveja 

rificava-se □ volume da pata, 

ós a injeção do agente -Flogís-

Método P1 etismográ + ico

Uma variante do método de Domenjoz (1954) descrito

primeiramente por HILLBRECHT (1754> e aperfeiçoado por WINTEP

et al (1957) -Foi utilizada para fins de medida do volume das

patas dos animais. 0 aparelho utilizado, o pletismógrafo,

encontra-se representado na FIGURA 2

A pata traseira direita do animal ■Foi estendida

■F i rmemente e introduzida até um determinado ponto de re-Ferên-

postero-proxima1 da proeminência 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.Olml) (C), por 

intermédio do qual a leitura do volume foi registrada 0 

fluido utilizado foi uma solução de lauril sulfato de sódio a

graduado (C) fosse aberto à 

então imersa no vaso ( B ). até 

vesse alinhado com o menisco

atmosfera, a pata do animal foi 

que o ponto de referência esti- 

do fluido visto na parede do va

so durante 2 a 4 segundos, quando então ocorreu o deslocamen

to do fluido, remoção da pata do animal e realização da lei

tura no tubo graduado (C)

3 1 71 - Efeito do WEB 2170 e Indometacina no Edema de Pata 
Induzido por PAF

Ratos Wistar machos pesando 120 150g, escolhidos

aleatoriamente foram divididos em 3 g'rupos de 6 animais cada

0 12 grupo

(2ml/Kg,

(controle) foi tratado com o veiculo
I

em 154mM de salina), o 22 com
i

e o 32 com Indometacina (5mg/Kg, p o )

o WEB

a 5%

2170

(5mg/Kg, uma

hora antes da

PAF a 0 002% na pata traseira direita
í

volume da pata foi medido por p1etismógrafo antes e

D,M.S 0 .

1

i

P

P )

>

0

2h após a injeção do agente flogistico.

A atividade anti-edematogêni ca das drogas foi cons1-

derada em termos de inibição percentual do edema, de acordo
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FIGURA 2 - Pleti smógra-f o - Aparelho utilizado para medir o 

volume da pata de rato A pata é imersa no vaso B 

enchido através do reservatório A e o liquido 

transborda para um tubo graduado C, onde se regis

tra a leitura referente a alteração do volume
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com a seguinte fórmula
Vt

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

correspondem a média das diferenças 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

22 com

(5mg/Kg

de uma

(WINTER

mógrafo

12 grupo

WEB 2170

< contrai e )

hora antes

solução de carragenina

et al, 1P62) 0 volume

antes e 3h após a

inibição percentual do edema

foi

da

tratado

e o 32

com o vei culo , o

com Indometacina

injeção subplanrar de 0,lml

17, na

da pata

pata traseira

foi medido por

agente flogi

foi calculada segundo a

direita

pletis-

tico A

f ó rmu1 a

0

o (5mg/Kg, i. P . )

) P . o.), uma

a

citada no item 3 1 7 . 1

3 1.7 3 Efeito 
duzido

e EP 10161 nodo WEB 2170
por Levedura de Cerveja

Edema de Pata In-

Ratos Wistar machos pesando 120 - 150g, escolhidos

a 1eator1 amente foram divididos em 3 grupos de 6 animais cada 

0 12 grupo (controle) foi tratado com o veículo, o 22 com o

WEB 2170 (5mg/Kg, 1 p.) e o 32 com. EP 10161 <lOmg/Kg, í.p ), 

uma hora antes da injeção subplantar de O.lrnl de uma solução
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de levedura de cerveja a 2,5% na pata traseira direita □ vo

lume da pata foi medido por p1 etismógrafo antes e 3h após a 

injeção do agente flogistico A inibição percentual do edema 

-foi calculada de acordo com a fórmula 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 200g)

escolhí dos basea do ria existência de 2 ci c 1 os estraí5

consecutivos norma is ■foram tratados com o veículo D.M.S.O a

5% (0,lóml, i p ) ou com o WEB 2170 5mg/Rg, i.p.) por 10

dias. Durante todo este período examinava-se e anotava-se 

diariamente a -fase do ciclo estral na qual os animais se 

encontravam, através da colheita da secrecão vaginal e obser

vação à microscopia óptica.

Após o término do tratamento seguia-se os animais por 

mais 20 dias, com o intuito de observar a persistência ou não 

do e-feito do WEB 2170

3.1.9 - E-feito do WEB 2170 sobre a Atividade U terot r ó p i ca In
duzida pelo Estrógeno e nos Níveis de Fos-fatase Al
calina, em’ útero de Ratas Imaturas

Neste ensaío foram utilizados 4 grupos de ratas

Wistar imaturas com 28 30g de peso e 19 21 dias de idade.

com 5 animais cada □ 13 grupo (controle) foi tratado com o

veículo (0,iml de óleo de mí1ho, a 5% (veiculo
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do WEB 2170) 0, lórril , i p , o £9 com o estrógeno padrão

(benzoato de estradiol) 0,lug/animal, sc, c 35 com o WEB 2170 

(5mg/Kg) 0,16ml, i p e o 49 com estrógeno padrão + WEB 2170 

Todos os grupos foram tratados durante 3 dias consecutivos e 

no 49 dia os animais eram sacrificados por deslocamento

cerv i ca 1 , ret i rados comparados entre

os va rios grupos a atividade da

fosfatase a 1 cali na

homogenato

em homogenato de cada útero de rata
I

■foi preparado adicionando-se salina e utilizando- t

0

se um mi cro-homogenizador para maceração do tecido

A atividade da fosfatase alcalina foi verificada

segundo o

principio

método de ROY modificado (1970) baseando-se no

de que a fosfatase alcalina hidrolisa a timolfta- 

cor

azul em meio alcalino

T (Teste) e P

O,1M, pH 10,5) No tubo

incubados em

período foi

cada tubo 0,lm1 do substrato (ti

e lm 1 da

foi

tampão (g1

adicionado 0 lm 1 da

c 1 na

so-

(fosfatase alcalina 45 /1). Todos os tubos foram

banho-maria à 37°C durante 2 minutos Após este

adicionado no tubo T (Teste) 0,lml da amostra

1

>

(homogenato de útero) e novamente incubados durante 10 minu-

tos ( cronometrados-■ Os tubos foram então retirados do 

maria, acrescentando-se 4ml do reagente de cor (NaOH 0. OEM)

em cada um deles A intensidade da coloração formada era di

retamente proporcional à atividade enzimática medida em es- 

pectrofotômetro (590nm) e calculada de acordo com a fórmula: 

absorbância do teste
U/L

absorbância do padrão
x 45
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Os experimentos foram realizados em duplicata

3 2 Experimentos " i n vitro"

3 2 1 útero Isolado de Rata nao Grávida

Supondo-se que a contrati1ídade uterina pudesse 1 n-

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

3.2.11

induzidas por vários agonistas

E-feito do WEB 2170 
por Aceti1colina, 
de Bario e Cloreto

sobre as Contrações Induzidas 
Ocitocina, Serotonina, Cloretc 
de Potássio

Este experimento -foi realizado segundo o método de

H0LT0N (1948) Foram utilizadas ratas virgens (150 200g)

mediante prévia estrogenização (18 horas) com dietilestil-

bestrol (0,iml/100g de peso, sc)

Os animais eram sacrificados por meio de pancada na

nuca e em seguida -feito secção de seus vasos cervicais

Após serem colocados em decúbito dorsal uma incisão

em -forma de “V" era ■feita rja região 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 1dades 1 /3 distais do ovário e colo uteríno e

transferi dos imedi-atamente para uma placa de Petri contendo a
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solução nutritiva de DE JALÜN aerada continuamente Os 

tecidos -foram montados em banho de per-fusão para musculatura 

lisa adaptado a uma câmara de iOml de capacidade contendo a 

solução de DE JALON, aerada e mantida à temperatura constante 

de 29°C.

As contrações provenientes do uso de diferentes con

centrações de drogas, -foram registradas em tambor móvel de 

quimógra-fo, através de uma alavanca isotônica com uma tensão 

de 0,5g e ampl i-f i cação de seis vezes.

0 tecido permaneceu em repouso por 30 a 40 minutos 

para estabilização, sendo em seguida registradas respostas 

contrateis para acet i 1 co 1 i na <1,1 x 5-hi dró x 1 tri pta-

mina <0,28 h 10_/M)., ocitocina (2,98 h 10~^M), cloreto de 

bário <4 x 10' e cloreto de potássio <5,3 x 10~^M) , em

intervalos de 5 minutos, antes e após a incubação com o WEB 

2170 em concentrações crescentes (5 a 20 ^Jg/ml) durante 3 

mi nutos

A IC5Q <concentração do WEB 2170 necessária para 

produzir 50*4  de inibição da resposta do agonista) -foi obtida 

graficamente a partir da realização de 4 registros com cada 

agonista utilizado com o objetiva de avaliar a potência do 

WEB 2170 -frente a cada um deles

3 2.1.2 - E-feito do WEB 2170 na Presença de Doses Crescentes 
de Cálcio, sobre as Contrações Induzidas por 
Acet i1coli na ♦

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

ut11i zadas após a incubação com o WEB 2170 na dose de 
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20 ^ig/ml por 3 minutos e antes da resposta contràtil à ace

ti lco li na <0,57 ?< 10“6M> 

3 2.2 - útero Isolado de Rata Grávida

3.2.2.1 - Efeito do WEB 2170 sobre a atividade espontânea de 
útero gravídico

Com o objetivo de verificar se o WEB 2170 modificava 

as contrações espontâneas em útero gravídico, 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 câmara de perfusão com capacidade para lOml e 

banhados com solução nutritiva de DE JALON à 29°C . Contrações

WEB 2170 nas concentrações de 5yjg/ml e depois lO^ig/ml

i sotôn i cas contra um peso de Ig foram registradas em

quimógrafo

As contrações espontâneas foram registradas por um

período de 10 minutos sendo em seguida adicionado ao banho o

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

Ratas Wistar, escolhidas aleatoriamente, em número de

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

horas antes ds serem sacrificadas. Após o sacrifício, por 
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meio de pancada na nuca seguida por secção de seus vasos 

cervicais, uma incisão em forma de "V" era feita no abdome 

Um seguimento de jèjuno com 2,5cm de comprimento era 

retirado, lavado com solução nutritiva de Tyrode e montado em 

uma câmara de vidro contendo ÍOml da solução nutritiva, 

aerada continuamente, à 37°C

Após um período de estabilização de 30 a 40 minutos.

o registro das respostas contrateis a acetilcolina 

(1,1 x 10_í>M) foi então iniciado em intervalos de 5 minutos 

antes e após a incubação com o WEB E170 em doses crescentes 

(5, 10 e 20 g/ml) por 3 minutos Qs registros foram efetuados 

em um tambor móvel de químógra-fo, através de uma alavanca 

isotônica de inscrição frontal com uma tensão de 0,5g e uma 

amplificação de 6 vezes

3.3 - Métodos Estatisticos

Os resultados em todos os experimentos que exigiram 

uma análise estatística foram expressos como MÉDIA + E FJ 

(erro padrão da média) A significancia estatística foi 

calculada de acordo com o teste "t de Student", obedecendo 

aos níveis de sigmf icância de p < 0,05 e p ( 0,01

i



4 - RESULTADOS

"i n v1 vo "

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 implantação 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 gravídez num

percentual de 33 e 66,67., respectivamente Dos animais que

estati st i ca,

quando comparados ao controle, no n0 de sítios de implantação 

por rata grávida. 0 r<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.; os grupos tratados com43,5% e 47,67. para
i

BN 52021. RR 48740. WEB 2086 e WEB 2170, respectivamente, na-

vendo diferença estatística nestes percentuais quando compa—

rados ao controle

Apenas o

f. P < 0,05)

grupo tratado com o WEB 2170 apresentou

pro1ongamento do tempo de gestação (27,5 ± 0,4 dias) quando

comparado ao controle (p < 0,05)

Os filhotes nascí

33



TABELA 1 Efeito de antagonistas seletivos do PAF, BN 52021, RP 48740, WEB 2086 e

WEB 2170 sobre a implantação do ovo e gravidez em ratas.

1 P - 1 ntraper i t.onea 1

PARÂMETROS
CONTROLE

(VEÍCULO)

DN 58081

i IOmg/Kg, i.p.

RP 487 40 

íOmg/Kg, i.p.

WEB 8086

tOag/Kg, i.p

WEB 2170

ÍOag/Kg, i.p.

H9 DE ANIMAIS TF:ATADOS 10 ó 6 6 6

N° DE IMPLANTES/ANIMAL 10,10,9,8,11 11,18,8,18,7,10 9,9,8,11,7,10 ' . 9,8,11,9,0,0 0,10,11,0,0,0

8,6,10,10,9

X DE INIBIÇÃO DA GRAVIDEZ 0 0 0 . 33* 66,6**'

H9 de ihplantes/rata grávida 
(MÉDIA + E.P )

9,3 + 0,3 10,0 + -0,8 9,0 + 0,6 9,2 + 0,6 10,5 + 0,5

N? DE FILHOTES NASCIDOS/ANIMAL 10,10,9,7,11 4,5,6,10,6,8 4,5,4,5,4,6 6,6,5,4,0,0 0,6,5,0,0,0

8,8,10,10,9

N9 DE FILHOTES NASCIDOS/ANIMAL
(MÉDIA + E.P.)

9,2 + 0,4 6,5 + 0,9* 4,7 + 0,3* 5,2 + 0,5* 5,5 + 0,5*

X DE PERDAS FETAIS 2,8 35,0* 47,8* 43,5* 47,6*

TEMPO DE GESTAÇÃO (DIAS) 
(MÉDIA + E.P.)

82,3 + 0,8 28,5 + 0,8 28,8 + 0,8 23,9 + 0,5 27,5 + 0,4

- Todos os animais •foram tratados do 4? ao òR dia da gravidez

** p < 0,01

* p < 0,05



35

FIGURA 3 - E-feito dos antagonistas do PAF (WEB 2086 e WEB

2170) sobre a gravidez, em ratas tratadas do 40 

aò 69 dia da gestação, mostrando inibição comple

ta dos sítios de implantação uterina
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anatômicas visíveis

As estruturas destes antagonistas do PAF estudadas

encontram-se demonstradas na FIGURA 1

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

Os resultados ' deste exper1 mento encontram-se

demonstrados na TABELA d

0s grupos tratados com o WEB 2086 (5mg/Rg, i p ) e

com o WEB 2170 (5mg/Kg,

ção da gravidez de 33 e 507., respect 1 vamente Dos animais que

apresentaram implantes houve redução signif 1cat1 va no n9 de

implantes por rata gráviaa <p 0,05) e no n5 de f í 1 hotes

nascidos por animai <p < 0,01) qua ndo comparados ao contra 1 e

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

4 13 Efeito do
Gravidez,

i
WEB Dias 8 á 14 da

t

Neste, experimento, as ratas grávidas tratadas com o

apresentaram aumento do vo 1 ume

abdominal e nem nascimento de filhçtes. No 280 dia da grav 1 -

os animais foram sacrificados e foi observado readsorcao



TABELA 2. Efeito do tratamento com □ WEB 2086 e WEB 2170 sobre a implantação do

ovo e gravidez em ratas

CONTROLE WEB 2086 WEB E-170
PARÂMETROS .

(VEÍCULO) jfflg/Kg, L.P1. 5®g/Kg, i.p.

N5-DE ANIMAIS TRATADOS 6 A /0

N° DE IMPLANTES/ANIMAL 1179,9,10,10,8 0,2,9,8,0,12 7,0,9,0,4,0

X DE INIBIÇÃO DA GRAVIDEZ 0 •in# 50**

N? DE IMPLANTES/RATA GRÁVIDA 9,5 + 0,4 7,7 ± 2,1* 6,6 + 1,6**
(MÉDIA + E P.)

N? DE FILHOTES NASCIDOS/ANIMAL 8,6 ± 0,5 6,0 + 1,7** 6,3 + 1,4**
(MÉDIA + EP.)

X DE PERDAS FETAIS 8,7 22,6* 5,0

TEMPO DE GESTAÇÃO (DIAS) 
(MÉDIA + E.P )

22,2 + 0,16 22,5 t 0,29 23,3 + 0,66

- Os animais foram tratados do 10 ao 70 día da gravidez

* p < 0,05

** p < 0,01
ÚJ 
-J
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completa dos fetos, sem anormalidades anatômicas visíveis no 

útero e ovário. As completas reabsoçôes encontram-se demons

tradas na FIGURA 4

0 grupo controle, tratado com o veículo. apresentou

tempo de gestação normal <22.2 + 16 dias) e o n9 de filhotes

nascidos por animal f o i de 8,6 + 0,5

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

□s resultados deste Experimento encontram-se demons

trados na TABELA 3

Nos grupos tratados com 1 IOmg/Kg, i.p , houve

inibição percentual 33,3 50 e 66%, respect1-

vamente □ WEB 2170 nas doses de 5 e IOmg/Kg, 1 aumentou

signifícativamente o percentual de inibiç ao de grav í dez

quando comparado com o WEB 2170 na dose de lmg/Rg,

> 5 e

j

P . ,

1 P

( P < 0,01).

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

oral nao houve aumento da inibição da gravidez que atingiu um

tisticamente entre os grupos tratados exceto o

grupo tratado com

redução no n9 de

o WEB 2170 
í

1mp1 antes

20mg/Kg

quando

gue

comparado

apresentou

aos grupos

tratados nas doses de iOmg/Kg, P o e 20mg/Kg, p o1 p e

> i P

)

(o < 0,05)
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♦

FIGURA 4 - Efeito do WEB 2170 sobre a gravidez, em ratas 

tratadas do 89 ao 149 dia da gravidez. As setas 

indicam as reabsorçoes. fetais



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

ratas

TRATAMENTO

(WEB 2170)
DOSE NP DE ANIMAIS/GRUPO NP DE IMPLANTES/ANIMAL

NP DEJHPLANTES/ANIHAL

(MÉDIA + E.P.1

X DE INIBIÇÃO

DA GRAVIDEZ

tsg/Kg, i.p 6 10,9,11,8,0,0 9,5 + 0,5 33,3

5ug/Kg, i.p. 6 8,9,0,0,0,10 - 9,0 + 0,5 50**

lOag/Kg, i.p. 6 0,10,11,0,0,0 10,5 ± 0,5 66,6**

20mg'kg, i P 6 0,0,8,11,0,6 8,3 + 1,4* 50

lOmg/Kg, P.O. 5 8,0,10,lí,fi 10,0 + 0,7 20

EOug/Kg, P.O. c 
J 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

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

A ação destes inibidores sobre a implantação do ovo

encontram-se demonstradas na TABELA 4

Todas as drogas testadas (dexametasona, indometacina 

e EP 10161) exibiram uma inibição percentual da gravidez de 

50% A potência dessas drogas -foi semelhante à do WEB 2170, 

no que concerne a inibição da gravidez, con-forme dados apre

sentados na TABELA 5 Como mostra a TABELA 5 todas as drogas 

inibiram signi-f ícativamente a gravidez quando comparadas ao

grupo controle (p < 0,05)

0 n9 de implantes por rata grávida Foi s 1 gn 1-f i ca t i va-

mente reduzido, nos grupos tratados com EP 10161 (p < 0,01) e

dexametasona (p ( 0,01) quando comparados ao controle, o que

não ocorreu nos grupos tratados com o WEB 2170 e indometa-

c i na

4 16 - E-Feito da Associação 
Lipoxigenase e PAF, 
Ratas

de Inibidores da Cicloxigenase, 
sobre a Implantação do Ovo, em

Os resultados deste experimento encontram-se regis

trados na TABELA 6

A associação do tratamento com indometacina (5mg/Kg, 

P o ) + EP 10161 (IOmg/Kg, i.p,) + WEB 2170 (5mg/Kg, 1 p ) 

apresentou um percentual de inibição da gravidez de 66% 

sendo ligeiramente maior do que o tratamento com cada droga 

isoladamente



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

TABELA 4 - Efeito do tratamento 

lipoxigenase sobre a

com inibidores

implantação do

da fosfo 1ípase

ovo. em ratas

Ag, c1c1oxígenase

TRATAMENTO N? DE ÃNIHAIS/GRUPO N.9 DE IMPLANTES/ANIKAL N° DE IMPLANTES/RATA GRÁVIDA X DE INIBIfSO

-■ (HéDIA + E.P. 1 DA GRAVIDEZ-

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

6
)

-9,0,2,5,0,0 5,3 + 2,0 50

INDOMETACINA
(5ng/Kg, p.o.)

6 0,9,0,7,12,0 9,3 + 1,4 50

EP 10161 
(iOng/Kg, i.p.

6
)

0,9,0,0,1,3 4,3 + 3,0 50

p 
ru



TABELA 5 Potência do WEB-2170 comparada á da indometacina, EP 10161 e 

soria na. implantação do ovo, em ratas.

dexameta-

TRATAMENTO N9 DE ANIMAIS/GRUPO N° DE IMPLANTES/ANIMAL N° DE IMPLANTES/RATA GRÁVIDA 
(MÉDIA 1 E.PJ

X DE INIBICÁO 
DA GRAVIDEZ

CONTROLE 
(Veículo) -

10 10,10.9,8,11
8,8,10,10,9

9,3 ±'0,3 0

WEB 2170 
(Saig/Kg, i.p )

6 8,9,0,0,0,10 9,0 1 0.6 50*

INDOMETACINA
’ (5aig/Kg, p.o.)

6 0,9,0,7,12,0 9,3 1 1,4 50*

EP 10161
(lOiag/Kg, i.p.)

6 0,9,0,0,1,3 4,3 1 3,0** 50*

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

6 9,0,2,5,0,0 5,3 1 2,0* 50*

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

* P < 0 f05

** p < 0,01

íii



TABELA 6 - E-feito da associação de inibidores da c1c1ox1genase, lipoxigenase e PAF 

sobre a implantação 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 *
(lOag/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 Inflamatório 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 ação das drogas acima citadas sobre a reaçao in- 

flamatóna aguda induzida por PAF encontra-se registrada na 

TABELA 7

0 WEB 2170 na dose de 5mg/Kg, i.p. reduziu significa- 

tivamente (p ( 0,01) o volume (ml) 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 

inibição 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 inibição do edema -foi de 

32%, inibição 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 reação in-fl ama to ria

induzida por carregenina encontra-se registrado na TABELA 8

A indometacina (5mg/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’ inibição do edema de



TABELA 7 E-feito do WEB 2170 e indometacina no edema de pata induzido por PAF, em 

ratos.

TRATAMENTO DOSE N° DE ANIMAIS/GRUFO VOLUME DA PATA (al)

(MÉDIA + E.P.)

% DE INIBO

DO EDEMA

CONTROLE 6 0,50 + 0,03
(Veículo)

-

WEB 2170 5«g/Kg, i.p. 6 0,12 + 0,04 76**

INDOMETACINA 5®g/Kg, p.o. 6 0,34 + 0,04 32*

* P < 0,05

** p < 0,01

o
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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 o que representou uma

inibicao do edema de qua n do

comparada ao contro1e

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

□s resu1tados demons-

trados na TABELA 9

□ EP 10161 na dose de lOmg/Kg, i.p. reduziu signifi-

càtivamente (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 inibição de 75,6%.

do

de

de

No grupo tratado

edema de pata foi de 0

26,7% significante (p

com o WEB 8170 o volume (ml

99 + 0,07 com uma inibi cao

) medio

do edema

0,01) quando comparada ao contro-

A TABELA 10 compara a potência do WEB 8170 no edema

pata induzido por diferentes agentes flogisticos (PAF ,

1 e

(

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 

genina, em ratos.

carra-

TRATAMENTO DOSE N° DE ANIMAIS/GRUPO VOLUME DA PATA (ml)

(MÉDIA + E.P.)

X DE INIBIÇSO

DO EDEMA

'controle 6 0,84 + 0,05
(Veículo)

HEB 2170 5ffig/Kg, i.p. 6 0,56 + 0,18 o o q*

INDOMETACINA 5mg/Kg, p.o. 6 0,11 + 0,01 86,7*

* P < 0,05

-p 
OD

** 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)

(MÉDIA + E.P.)

X DE INIBICÀO

DO EDEMA ‘

CONTROLE 6 1,35 + 0,05
(Veículo)

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

-p 
o



TABELA ÍO - E-feito do WEB B170 no edema de pata induzido por PAF, carragenina e

levedura de cerveja, em ratos.

TRATAMENTO
EDEMA DE PATA (nl) 

(MÉDIA + E.P.)

GRUPOS CONTROLES GRUPOS TRATADOS COM WEB 2170 % DE INIBIÇSO D0 EDEMA

PAF 0,50 + 0,03 0,12 + 0,04 76**
(Eus/pata) (6) (6)

CARRAGENINA 0,84 .+ 0,05 0,56 + 0,12 j-j rj aJ-31 □
(ísng/pata) (6) (6)

* p < 0,05

LEVEDURA DE CERVEJA
(2,5fng./pata)

1,35 + 0,05
(6)

0,99 + 0,07 .
(6)

26,7**  .

- Parênteses indica o n2 de animais no grupo

UI 
o

** p < 0,01
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quando então verificava-se o tempo de gestação número de -fi

lhotes nascidos por animal e as perdas fetais em cada grupo

Com a finalidade de avaliar a potência destes antago-

nistas do PAF no período mais precoce da gestação foram

escolhí dos, ao acaso, 3'grupos de 6 animais cada

0 19 grupo (controle) recebeu o veículo D.M.S.O. a 5’4

(2m1/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

d i á ría. No 109

as drogas acima citadas, em uma unica inj eçao

dia da gravidez, as ratas foram laparotomi za-

das, sob ligeira anestesia com éter etílico, e o n9 de sítios

nos cornos uterinos foi verificado e anotado

para cada animal 0 abdome e ra fechado e esperava-se o térmi-

no da gravídez, verif1 cava-se o percentual de

de f11hotes nas-

cidos por animal e as perdas fetais em cada grupo

3.13 D1 as 8 à 14 da

Com o intuito de averiguar possíveis efeitos sobre a 

organogênese 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 período de pré-tratamento, tratamento e pós-tratamen- 

to, respect í.vamen te, enquanto que, os 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 período de pré-tra-

tamento, tratamento e pós-tratamento, respectivamente. 0 gru

po tratado com o WEB 2170, apresentou um n2 signifícativamen- 

te (p < 0,05) menor de ocorrência da -fase estro, por animal 

observado durante o período de tratamento e pós-tratamento 

Após 10 dias do térmiríç) do tratamento com o WEB 2170 os ani

mais voltaram a apresentar a "fase estro" semelhante ao pe

ríodo pré-tratamento. I

4 1.9 - Efeito do WEB 2170 sobre a Atividade Uterotrópica In
duzida pelo Estrógeno e nos Miveís de Fosfatase Alca
lina, em útero de Ratas Imaturas

Os efeitos do WEB 2170 na resposta uterotrópica e nos 

níveis de fosfatase alcalina no útero estão representados na 

TABELA 12 e na FIGURAS 5 e 6

0 peso médio dos úteros (mg) dos animais que recebe

ram o WEB 2170 (5mg/Kg, i.p.) + Benzoato de estradiol (0,lml 

s c.) foi de 228,8 ± 22,2mg que, quando comparado ao peso 

médio dos animais que receberam apenas o benzoato de estra- 

diol (222,5 ± 13,8mg) não diferiu estatisticamente Da mesma 

forma, o peso medio dos úteros dos animais tratados com o WEB 

2170 (31,0 ± 3,©mg) não foi sign1ficativamente diferente, 

quando comparado ao peso medio dos úteros dos animais do 

grupo control.e (34,5 ± 3,02mg) .



TABELA 11 E-feito do WEB 2170 sobre o ciclo estral, em ratas

* P < 0,05

TRATAMENTO DOSE

N? DE OCORRÊNCIA DA FASE ESTRO/ANIMAL (MÉDIA + E.P)

PRÉ-TRATAMENTO

(10 dias?

__ TRATAMENTO

(10 dias)

PÓS-TRATAMENTO

(10 dias)

PóS-TRATAMENTO

(10 dias)

CONTROLE (5) - 2,0 + 0,0 2,0 + .0,0 2,0 + 0,0 2,0 + 0,0

WEB 2170 (5) Ssg/Kg, i.p 2,0 + 0,0 1,2 + 0,2* 1,0 ± 0,3* 2,0 + 0,2

( ) - Parênteses indica n? de animais

i n 
ru



TABELA 12 Efeito do WEB 2170 sobre a atividade uterotrópica induzida pelo estró

geno e nos. níveis de fos-fatase alcalina, em útero de. ratas imaturas.

* p ( 0,05

TRATAMENTO DOSE E VIA DE
ADMINISTRAÇÃO

N° DE ANIHAIS/GRUF'0 PESO DO ÚTERO (mg)
(MÉDIA + E.P.)

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

I - Controle

óleo de milho 0,iml, s.c.

+ + c•J 34,5 + 3,02 0,40 +. 0,01

D.M.S.O. a 5X 0,161111, i.p —

II - Estrógeno

Benzoato de 0,iml, s.c. 5 222,5 + 13,8* 0,57 + 0,02*

Estradiol (0,1 g)

III - WEB 2170 5mg/Kg, i.p. 5 31,0 + 3,0 0,43 + 0,02

IV - WEB 2170 5mg/Kg, i.p.

+ + 5 228,8 + 22,2* 2,48 + 0,01**

Estrógeno 0,íail, s.c.

** p ( 0,01 U) 
Lü
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Os níveis 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 níveis da enzima do grupo con

tro 1 e (0,40+0,01) 0 grupo tratado com WEB 2170 isolada-

mente não alterou os níveis da enzima significativamente

quando comparado aos níveis da fosfatase alcalina do contro-

1 e

4.2 1 - útero isolada de rata nao grávida

4 2 11 Efeito do WEB 2170 sobre as Contrações Induzidas 
por Aceti1co1ina■ Ocitocina, Serotonina, Cloreto 
de Bario e Cloreto de Potássio

□ resultado deste experimento encontra-se demonstrado

na TABELA 13

As respostas contrateis induzidas por acetilcolina

(1,1 x 10_<Í3M) - FIGURA 7, serotonina (0,28 x 10 -7M), ocito- 

cina (2,98 x 10~7M) , clordto^ de bário (4 x 10-^M) e cloreto 

de potássio (5,3 x W^M) -foram inibidas de maneira concen

tração dependente quando o WEB 2170 -foi incubado em concen

trações crescentes (5 a 20yug/ml > no banho. Essa inibição foi

reversível após lavagem do tecido em cerca de 30 minutos. 0
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FIGURA 5 - Efeito do WEB 2170 sobre a atividade uterotró pica

induzida, pelo es tró geno em útero de ratas imaturas

I Con tro1e Grupo tratado com óleo de milho + D.M.S.O

II - Grupo tratado com Benzaata de estradiol

III - Grupo tratado com o WEB 2170

IV - Grupo tratado com WEB 2170 + Benzoato de estradiol

5%
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FIGURA 6 Efeito do WEB 2170 nos níveis de -fosfatase

alcalina em útefo de ratas imaturas.

I - Controle - Grupo tratado com óleo de milho + D.M.S.0. 5%

II - Grupo tratado com Benzoato de estradiol

III - Grupo tratado com o WEB 2170

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

an

tagonistas estudados. Observou-se também ação relaxante da

droga sobre a musculatura lisa uterina quando adicionada ao

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

7)

As ICgQÍ^jg/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 
de Cálcio, sobre 
Acet i1co1i na

na Presença
Contraçõesas

de Doses Crescentes 
Induzidas por

Como mostra a FIGURA 9, o WEB 2170 (20ug/m1) inibiu

marcadamente a contração induzida por acetilcolina Quando o

WEB 2170 (EOjug/ml) foi incubado na presença de concentrações 

crescentes de cálcio (1,2 a 4,8mM) a resposta contrátil à 

acetilcolina foi gradativamente e totalmente restaurada Ob

servou-se também efeito relaxante da droga sobre a musculatu

ra uterina quando adicionada ao banho, evidenciado através da 

queda da linha de base (FIGURA 9)

4 2.2 - útero isolado de rata grávida

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

vidade espontânea de útero grpvidico. 0 WEB 2170 nas doses de



TABELA 13 E-feito do WEB 2170 sobre as contrações induzidas por agonistas, em 

útero isolado de rata não grávida.

MÉDIA + E.P. DA PERCENTAGEM DE REDUCÀO DA RESPOSTA VALOR DA IC50

AGONISTAS OOSE (M) CONTRaTIL EM PRESENÇA DO WEB 2170 NAS DOSES DE (/xg/inl) 9^g/ml DO WEB)

5 10 20 (MÉDIA + E.P.)

Acetilcolina 1,10 x IO'6 34,7 + 4,4* 55,2 + 7,03* 66,6 + 7,03** 0,17 + 0,02

5 - Hidroxitriptasiina 0,28 x IO'7 13,6 + 8,22 ' 24,7 + 9,64 44,7 + 13,01* 0,53 + 0,04

Ocitocina 2,98 x iríe 27,0 + 7,34 45,0 + 7,08* 55,7 + 10,8* 0,29 + 0,03

Cloreto de Bário 4,00 x IO'4 34,5 + 6,9* 46,3 + 6,5* 57,4 + 8,7* 0,28 + 0,03

Cloreto de Potássio 5,3 x 10-2 26,4 + 8,9 40,9 + 13,6* 60,4 + 19,3* 0,28 + 0,02

* p < 0,05

** p < 0,01

ui
CD
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W, A W2 A W3

FIGURA 7 E-feito do WEB 2170 sobre as contrações induzidas por acetilcolina 

(1,1 x 10~^M) em útero isolado de rata não grávida.

A - Acetilcolina

Wt - WEB 2170 (5yug/ml )

W2 - WEB 2170 (lOyug/ml)

W3 - WEB 2170 (20jjg/ml)
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FIGURA G - Concentração do WEB 2170 (yUg/ml ) necessária para 

inibir 50% (IC^q) das respostas contrateis à ace

tilcolina, serotonina, ocitocina, cloreto de bá- 

rio e cloreto de potássio, em útero isolado de 

rata nao grávida.

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

S - Serotonina (0,28 x ÍO-^^)

□ - Ocitocina (2,98 x 10-^^M)

Ba - Cloreto de Bário (4 x 10_^tl)

K - Cloreto de Potássio (5,3 x 10~2Í*1 )
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Â W. A
+ + +
Co (6)

W. Â 
+ ++
Co (C)Co+IA)

FIGURA 9 - Efeito do WEB 2170 na presença de doses crescentes 

de cálcio sobre as contrações induzidas por ace- 

tilcolina (0,57 h 10~^M) em útero isolado de rata 

não grávida

A - Acet i1co1i na

W1 - WEB 2170 OOjug/ml)

Ca++ (A) - 1,2mM

Ca++ (B) - 2,4mM

Ca+ + (C) - 4,8mM



LAVAGEM DO TECIDO

FIGURA 10 - Efeito do WEB 2170 sobre as contrações espontâneas de rata grávida.

C - CONTROLE

W^ - WEB 2170 (5|ug/ml)

We - WEB 2170 (lOjug/ml)

O 
ro



5 e ÍCyjg/ml inibiu marcadamente as contrações espontâneas, 

sendo reversível este efeito, em cerca de 20 minutos após 

lavagem do tecido.

4.2,3 - Efeito do WEB 2170 sobre as contrações induzidas 
acetilcolina, em j ej uno isolado de rata

por

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

10 e 20/ig/ml não inibiu significat1vamente as contrações 

induzidas por acetilcolina (1,1 x 10~òM) em jejuno isolado de

< P 0,05), porém apresentou também ação relaxante sobre a

museu 1 atura lisa intestinal, evidenciada através da queda

da linha de base (TABELA 14 e FIGURA lí)



TABELA 14 - Efeito do WEB 2170 sobre as contrações induzidas por acetilcolina

(1,1 x 10~6M) em jejuno e útero isolados de rata.

MÉDIA + E.P. DA PERCENTAGEM DE REDUÇSO DA RESPOSTA CONTRÁTIL EM

PRESENÇA DO WEB 2170 NAS DOSES DE Çug/ml)

5 iO 20

Jejuno 10,5 + 3,17 16,1 + 3,35 18,1 + 3,23

útero 34,7 + 4,4* 55,2 + 7,03* 66,6 + 7,03*

* p < 0,05

cr
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t . f . t
% A W2 A W3

FIGURA 11 - Efeito do WEB 2170 sobre as contrações induzidas 

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

de rata.

A - Acet i1co1i na

W^ - WEB 2170 (5/ug/ml)

Wg - WEB 2170 (iO^g/ml)

Wg — WEB 2170 (20yjg/ml)



5 Discussão

0 fator ativador de plaquetas (PAF-aceter) está en-

volvido na ovulação (DAPHNA-IKEN et al, 1989), nidacao (ACKER

et al , 1988) e contrati1 idade uterina (MEDEIROS & CALIXTO,

1989), sendo essencial para o estabelecimento da gravi dez

(SPINKS & 0'NEILL, 1987 1988 SPINKS et al, 1989). SPINKS &

0'NEILL (1987) e O'NEILL et a 1 (1989) trabalhando com roedo-

> >

res e humanos, respect1vamente observaram que a suplementa->

cão do meio de cultura com PAF-aceter aumentava o potencial 

de gravidez nas transferências de pré-embriões produzidos nas 

fertilizações "in vitro", reforçando sua influência 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- 

trazepínicos (WEBER & HE9ER, 1989), na ovulação, implantação 

do ovo e contrati1idade uterina e para confirmar o papel do 

PAF na reprodução.

Em experimento preliminar foram estudados quatro 

antagonistas do PAF, o BN 52021 (Ginkogolide B), RP 48740, 

WEB 2086 e WEB 2170 na implantação do ovo, em ratas. As dro

gas foram administradas 1ntraper1tonealmente do 49 ao 69 dia 

da gravidez, na dose de 10 mg/Kg, considerada exercer acão 

antiinflamatória em modelo experimental de inflamação aguda. 

Dentre os antagonistas testados apenas os compostos hetraze- 

pínicos WEB 2086 e WEB 2170 inibiram a gravidez num

percentual de 33.3 e 66.6% respectivamente. □ composto sinté

tico RP 48740 e o BN 52021 não afetaram a nidacao Entretanto
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todos os antagonistas reduziram o número de -Filhotes nascidos 

e promoveram perdas fetais (35 a 48%).

A inibição da nidação -Foi também evidenciada em

estudosr anteriores utilizando o BN 52021 (ACKER et a 1 , 1988;

SPINKS & 0'NEILL, 1989), WEB 8086, SRI 63441 e SRI 64118

(SPINKS & 0‘NEILL, 1989).

Os efeitos observados anteriormente com o uso do

BN 52081 não estão de acordo com as nossas observações nas 

quais essa droga não inibiu a gravidez. Tal discrepância pode 

ser atribuída a via de administração da droga. Os autores 

acima citados administraram-na diretamente no lúmen uterino 

enquanto no presente estudo -Foi ^utilizada a via íntraperito- 

neal .

Além da via de administração, -Fatores tais como, dose 

empregada, dias de tratamento e espécies animais diferentes 

poderiam contribuir para variações na farmacocinética destes 

antagonistas do receptor PAF, resultando em diferentes con

centrações efetivas no seu sítio de ação dentro do trato re

produtivo e isto podería explicar a incapacidade do BN 58021

e RP 48740 em inibir a implantação do ovo.

Outra possibilidade seria a existência 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 potência dos compostos WEB 2186 e WEB 8170 em ini

bir a implantação do ovo e diminuir as perdas fetais, estas 

drogas foram administradas num período mais precoce da 
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gestação ( nos primeiros sete dias da gravidez) na dose de 

5mg/Kg, i.p. Nâo se observou aumento no percentual de inibi

ção da gravidez, mostrando talvez que o e-feito dessas drogas

se concentre mais no período per 1-imp1antação (42 ao 62 dia

da gravidez) e que o PAF é importante na preparação do útero 

para a ni dacão

Com o mesmo objetivo -foi feito um estudo dose respos

ta com o WEB 2170, composto encontrado apresentar maior ini

bição da gravidez. Observoujse um bloqueio dose dependente, 

sobre a implantação do ovo, com o WEB 2170 nas doses de 1, 5 

e ÍOmg/Kg, i p , o que representou em termos percentuais uma 

inibição da gravidez de 33,3: 50 e 66,6%, respectivamente

Aumentando-se a dose para EOmg/Kg, i.p apenas 50% de inibi-

cão foi observado indicando potência máxima do WEB 2170 naJ

dose de lOmg/Kg e da eficácia com doses maiores.

Estes resultados estão de acordo com os encontrados por

SPINKS et al (1989). que verificaram que o bloqueio da ím-

plantação do ovo ocorria apenas com variações 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

via intraperítonea1, apresentando apenas 20% de inibição da

ni daçao ACKER et al (1789) também demonstraram que o BN

52021 administrado oralmente na dose de 4mg/Kg i ni bia

implantacãodo ovo em apenas 20% e com dose igual ou maior que

8mg/Kg nenhum efeito foi observado

Um dos primeiros sinais de implanta cão do ovo ferti-

a

a

lizado no útero é um aumento localizado da permeabilidade

vascu1 ar, que é essencial para que ocorra a reação decidual



(PSYCHOYOS, , 1960b). Esta resposta vascular foi comparada a 

uma reação inflamatória transitória local (MALATHY et al, 

1986; TAWFIK et al, 1987). Vários mediadores químicos têm 

sido propostos como íniciadores desse processo inflamatória 

incluindo histamina (KRAICER & SHELESNYAK, 1958), serotonina 

(PSYCHOYOS, 1960), prostag1 and 1 nas (PHILLIPS & POYSER, 1981), 

leucotrienos (MALATHY et al, 1986) e PAF-aceter (ACKER et a 1 ,

1989).

Partindo-se da, possibilidade do envolvimento de va

rios mediadores químicos no processo reprodutivo iai

analisado um inibidor da cicloxigenase (Indometacina), um da

lipoxigenase (EP 10161) e um inibidor da fosfo 1i pase A£

(dexametasona). As drogas foram administradas do 49 ao 69 dia

da gravidez nas doses capazes de exercer ação ant i i nf1amató-

ria em modelo experimental de inflamação aguda. Observou-se

da implantação do ovo (50%) com

cada droga estudada.

0 efeito bloqueador da indometacina sobre a implan-

tação do ovo está de acordo com os achados de KENNEDY et a 1

(1986) e PHILLIPS & POYSER (1981). ACKER et al (1988) também

observou que o EP 10045, um inibidor da 1i pox i genase, inibia

dia da gravidez.

ovo quando injetado no 1úmen uterino no 59

Os cort1costeróides da adrenal e a adrenocorticotro-

fina têm sido mostrados afetar ratas grávidas (VELARDO,

1957). Uma diminuição na média do número de filhotes foi ob-

servada quando ratas grávidas foram submetidas a situações de

stress (EUKER & RIEGLE, 1973). Os resultados obtidos com o

uso exógeno de dexametasona na gravidez, em ratas, não foi

surpresa.
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A dexametasona induz a síntese e/ou liberação de uma

proteína chamada lipocortina (BLACKWELL et al, 1982), inibi-

dora da fosfolipase Ag, que quando ativada libera ácido 

aracdônico e liso-PAF de fosfo 1 1 p ideos de membrana geradores

de mediadores inf1amatórios eicosanóides e PAF (ALBERT &

SYNDER, 1983). Provavelmente o mecanismo envolvido no efeito

bloqueador da dexametasona indometacina e EP 10161 na im

plantação do ovo seja a não produção desses mediadores vaso- 

ativos essenciais para, que ocorra a decidua1ização.

□ presente estudo permite atribuir a todos esses 

mediadores lipídicos (prostag1 andinas, leucotrienos e PAF) um 

papel importante no processo de implantação do ovo. Entretan

to o uso de antagonistas desses mediadores químicas testados

parcial da nidação Esforços foram feitos para aumentar a po

tência destas drogas usando a associação 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 associação. 

Estas observações levantaram a possibilidade do PAF mediar

seus efeitos na

prostag1 andinas e 1eucotr i enos.

claro se o bloqueio da implantação do ovo

observado com o WEB 2170 foi resultado do antagonismo especí-

f 1 co do receptor

cífico da reação

PAF ou devido a um efeito supressivo 

inflamatória local que precede à nidação en-

1nespe-

volvendo outros mediadores inflamatórios. Portanto, experi

mentos foram realizados para analisar a especificidade do WEB

2170 em antagonizar o receptor-PAF no modelo animal de 

inflamação aguda ’ induzida por PAF-aceter, carragenina e 
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levedura de cerveja na pata direita de ratos

□ edema inflamatória induzido por carragenina envolve

predominantemente produtos do ácido aracdonico. derivados da 

via da cicloxigenase (VINEGAR et al }

por drogas ant11nf1 amatór1 as não

1987) e pode ser inibido

esteroidais (LOMBARDINO.

1985) enquanto que o edema induzido por levedura de cervej a.

envolve acentuadamente produtos do acido aracdonico derivados

da via da lipoxigenase e pode ser antagonizado mais ef et 1 va

mente por inibidores específicos da lí POM 1 genase.

Nos modelos de edema de pata induzidos por carrageni

na e levedura de cerveja, respectivos da cicloxi-

genase e lipoxigenase, í ndometac i na e EP 10161, exerceram

inibição mais potente do que o WEB 2170, antagonista do re-

ceptor-PAF

0 edema de pata i nduz ido por PAF, em ratos, -foi

marcadamente inibido pelo WEB 2170 e em menor extensão pelo

inibidor da cic1oxigenase índometac ina) .

estão de acordo com observações

anteriores utilizando outros antagonistas do PAF, como o BN

Estes resultados

52021. A inibição realizada pela indometacina neste modelo

nao está de acordo com 05 achados de SILVA et al (1986) que

não atribuiu papel aos metaból1 tos da cicloxigenase na acao

pelo PAF na pata de ratos .

Baseado nestes resu1tados pode-se conclui que o

WEB 8170 é um potente e específico antagonista do receptor

(

r

PAF e seu efeito bloqueador na implantação do ovo e gravidez

deve-se ao antagonismo do receptor PAF Entretanto a i n-f 1 uên-

cia exercida, em menor extensao por inibidores do metabolis-

mo do ácido aracdonico não pode ser esquecida já que o PAF e

I

prostaglandinas e leucotríe-
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nos em vários tipos de células e tecidos (KENNEDY. 1977)

Vários trabalhos, em ratos, apontaram um aumento 

intra-útero da atividade da fosfolipase Ag durante o inicio 

da gravidez, principalmente durante o período pré-implantação 

(COX et al, 1982) 0 pico de atividade da fosfolipase Ag por

volta do 4? dia da gravidez, com concomitante liberação de 

ácido aracdônico livre e liso-PAF, precursores de eicosanói- 

des e PAF, compostos biologicamente ativos, reforçam a idéia 

de que estes metabólitos influenciam a reação inflamatória 

que prepara o endométrio' para a nidação (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 influência dos 

hormônios esteróides (DEY et al. 1982'. Tem sido mostrado que 

o estrógeno estimula a produção de prostag1 andínas (HAM et 

al, 1975; TAWF1H et al, 1987), leucotrienos (TAWFIH et al 

1987; GUPTA et al, 1989) e PAF no útero e isto podería estar 

relacionado aos elevados níveis de atividade da fosfolipase

0 da

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

produção de prostag1 andinas, leucotrienos e PAF no período

inflamatóno que

ocorre na época da nidação é complexo e não é dependente de 

um único grupo de mediadores quimicos. Não somente os media

dores lipidicos, mas talvez outros mediadores 1nf1 amatór1os 

possam realizar um papel importante na reação inflamatória 

necessária para a efetiva nidação Esta reação inflamatória é 

de natureza transitória e autocontro1 ada provavelmente
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envolvendo interleucina 1 (ROMERO et al, 1989) e proteínas

inflamatórias macrofágicas 1 e 2 (WOLPE & CERAMI , 1989). Por-

tanto, a descoberta de antagonistas específicos para mediado-

res químicos com amplo espectro de atividade possa talvez di-

rigir melhor o caminho na busca do controle terapêutico da

fert i1i dade.

□ pico de estradiol que ocorre no 49 dia da grav1 dez

se faz necessário para que ocorra a nidacão em roedores

(MAYER, 1959). □ WEB 8170 poderia inibir a implantação do ovo

por bloquear este pico hormonal ou 
tivo. Portanto, o presente 'estudo

trato reprodu-

verificou a poss i b i1i dade

útero de ratas

imaturas. Os resultados mostraram que o WEB 2170 não

um aumento na atividade da fosfatase alcalina induzida pelo

estrógeno, em útero de ratas imaturas, foi sign1ficativamente

potencializado por este composto. Estes achados não ■Foram es-

c1 areei dos e merecem posterior elucidação.

As ratas tratadas com o WEB 8170 e WEB 8086 nos dias

S a 14 da gravidez, apresentaram reabsoreões fetais comple-

tas, mostrando que os antagonistas do PAF podem alterar o de- 

senvo1vimento fetal nos embriões pós-1mp1antados.

0 desenvolvimento embrionário normal necessita de um

adequado equilíbrio nos níveis séricos de estrógeno e proges-

terona (DEANSELY, 1966)

SPINKS & 0'NEILL (1988)

Trabalhos realizados em 

utilizando um antagonista

roedores par

específico

do PAF, o SRI 63-441, , mostraram

que

dos I não diferia significativamente da controle, demonstrando

adequada função 1útea nestes animais.
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No presente experimento, o WEB 2170 nao alterou a 

atividade uterotrópica induzida pelo estrógeno. Os antagonis-

portanto afetar o estado hormonal das

ratas.

Desconhece-se o mecanismo imunológico pelo qual o fe

to sobrevive no meio materno. Estudos recentes têm indicado 

que o sucesso da gravidez necessita de uma resposta imune es

pecífica e protetora. Várias substâncias supressoras tais 

como hormônios e proteínas da gravidez mostraram atenuar a 

resposta

Tem sido

aceter na gravidez.

0

agindo diretamente na célula T e macrófago (BRAQUET et al, 

1987) ou ind1 retamente através

linfócito T-supressor e conse- 

0 WEB 2170 bloquearia este

mecanismo protetor antagonizando as ações do PAF, afetando 

assim o desenvolvimento fetal.

0 tecido embrionário é considerado uma fonte rica de

fatores de crescimento (HEATH, 1989). Muitos receptores para 

tais fatores e para o PAF envolvem proteínas ligadas ao tri-

fosfato de guanosina (WATERF I.ELD, 1989) cujos sinais de 

transdução modulam várias reações celulares incluindo ativa-

0 antagonismo do réceptor PAF poderia interferir com

o -Funcionamento destes -Fatores de crescimento e ser responsá-

vel pelo bloqueio da organogênese fetal, observado com os

compostos hetrazepínicos no presente trabalho.

A ovulação parece envolver uma sequencia ordenada de
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eventos, lembrando a inflamação Uma hiperemia folicular cí

clica acompanhada de edema e quimiotaxia leucocitária no 

ovário (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 após 10 dias do término do tra

tamento

0 tratamento com o WEB 2170 podería ter influenciado

a funcao ovariana em um ou mais dos seguintes níveis: 1 ) A

nível do sistema nervoso central alterando o padrão norma 1

de secreção dos hormônios gonadotróficos pela glândula p i tu i -

retamente; ou 3) A nível de outros órgãos, tais como o fígado 

que está envolvido no processamento metabólico dos hormônios 

sexuais

Tendo em vista a forte similaridade entre ovulacão e 

inflamação (ABISGGUN et al, '1988) juntamente com o papel do 

PAF no processo inflamatóno local e a capacidade do BN 

52021, um antagonista específico do receptor PAF, de bloquear

a ovulacão após estimulo gonadotrófico exógeno (ABISGGUN et

a 1 , 1989), uma ação direta a nível ovariano pode ser

atribuída ao WEB 2170

A contratí1idade uterina pode regular o funcionamento 

uterino oferecendo condições ótimas para implantação do blas- 

tocisto, crescimento fetal e finalmente parturícão

□s hormônios esteróides e uma variedade de mediadores 

químicos exercem influência modulatória na contrati1idade do
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útero. Sabe-se que o estrógeno aumenta e a progesterona dimi

nui o potencial de membrana das células do miométrio influen

ciando diretamente na contrati1idade muscular (JHIERSCH et 

al, 1959).

Vários hormônios e substâncias autacóides interagem 

especificamente com receptores de membrana desencadeando uma 

resposta contrátil uterina tanto "in vitro" como "in vivo". 

Estes incluem: cateco1am1 nas, ocitacina, prostag1 andinas, an- 

giotensina, acetilcolina e serotonina (MÍLLER, 1967; SOLOFF, 

1975; SOLOFF et al, 1973, LIN & GOODFRIEND, 1970; 

CUATRECASSAS, 1974, ROTH & CHUANG, 1987).

A presença de PAF em útero gravídico e mais recente

mente em útero normal tem sido descrita (YASUDA et al, 19S6). 

Pouco se conhece da sua ação sobre a contrati1idade uterina. 

Neste trabalho o WEB 2170 foi utilizado em útero isolado de

rata para verificar possíveis efeitos sobre as respostas con-

trateis provocadas por acetilcolina, serotonina, ocitocina,

cloreto de bário e cloreto de potássio e sobre a atividade

ri tmi ca espontânea de útero gravídico.

0 WEB 2170 apresentou maior efeito inibitório nas

contrações induzidas por acetilcolina, cloreto de potássio e

cloreto de

<agonistas < KOI BaCl

ocitocina < serotonina. Foi (observado também potente inibi

da atividade rítmica espontânea de útero de rata grávida na

presença do WEB 2170. Os achados recentes juntamente com os

resultados anteriores apresentados por MEDEIROS & CALIXTO 

em útero isolado de ratas grávidas e

da contrati1idade uterina.
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receptoi PAF reside na capacidade destes compostos de blo-

quearem a ligação do PAF ao receptor portanto inibir a

SMITH, 1909)

importante na atividade contrátil da musculatura lisa.

0 acoplamento eletromecânico mediado por mudanças no

potencial de membrana celular e o acoplamento -f armacomecâni co

que pode operar independentemente do potencial de membrana da

célula, ambos podem aumentar ou diminuir o cálcio citoplasmá-

tico (SOMLYÜ et al, 1900') e alterarem a resposta contrátil do

E x i stem pelo menos dois tipos diferentes de canais,

por onde ocorre passagem de fluxo iônico; um dependente de

voltagem e outro operado por receptor A tensão desenvolvida

pela musculatura uterina é predominantemente dependente do

cálcio extra-ce1u1 ar. já que o miométrio é pobre em retículo

cálcio na célula via canais de-

pendentes de voltagem (EDMAN & SCHILD, 1962; BOLTON, 1979)

0 efeito inibitório do WEB 2170 sobre as contrações

uteri nas induzidas por di-ferentes agonistas pode ser resulta-

do do antagonismo do receptor PAF alterando o -fluxo de íons

cálcio transmembrana. A acão do WEB 2170 não parece envo1 ver

o sistema de proteínas contrateis do músculo liso visto que o

efeito deste composto foi reversível após lavagem do tec1 do

Vários antagonistas lentos dos cana 1s de cálcio

semelhantes ao Verapamil, nifedipina

inibir a tensão desenvolvida pela musculatura lisa

e nícard i p1 na têm

mostrado

uter i na II in vitro" (GRANGER et al, 1905; MILOVANOVIC et al,

1908) e II in vivo" (CSAPO et al, 1902; ABEL & HGLLINGSWORTH,

1905) por bloquear o -fluxo de íons cálcio do meio extra para
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o intra-celular, inibição esta, que pôde ser abolida quando o 

cálcio era adicionado ao meio.

A inibição pelo WEB 8170 das respostas contrateis 

uterinas evocadas por acetilcolina -foi também revertida 

quando concentrações crescentes de cálcio (1,8 a 4,8mM) foi 

adicionada ao banho í

provocadas por acet i1-

colina em jejuno isolado de rata foi moderadamente inibida

pelo WEB possibilidade da exis-

tência de

8170, podendo-se levantar a

diferentes de receptores do PAF em útero esubt1pos

jejuno de ratas A alta seletividade do WEB 8170 para a mus-

cu1 atura uterina poderá posteriormente ser investigada na

terapêutica de partos prematuros, visto que as drogas corren-

temente usadas terapeuticamente, coma os estimulantes Bj

tais como tolerância

(BERG et al, 1985)

Tendo em vista, pelo presente trabalho, que o PAF

está envolvido no processo reprodutivo fisiológico normal de

ratos , um melhor conhecimento desse processo seria essencial

para manuseío correto dos problemas de infertilidade, bem

como no controle da fert i1i dade

o

A inibição das ações 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 contrati 1 i dade u,terina ou por afetar a receptivida

de uterina, sendo hostil a implantação do blastocisto, ou 

ainda por atuar diretamente no desenvolvimento embrionário 

permanece por ser esclarecido



6 - CONCLUSÕES

estudo permitem

1. A marcada inibição da implantação do ovo no endométrio.

juntamente com uma diminuição da ciclicidade ovariana normal

que ocorreu em ratas tratadas com o WEB 2170, antagonista

especifico do receptor-PAF, reforçou o pape 1 do PAF no pro-

cesso reprodutivo em roedores.

2. Um processo inflamatório transitório local ■fundamental

útero. Os mediadores

é

neste proces-

so. A supressão desta reação inflamatória por drogas com ati-

vidade antiinflamatória poderia resultar em prejuízo da 

f erti 1 i dade

3. 0 WEB 2170, EP..10161 e indometacina quando testados indi-

vidualmente ou em associação, em ratos, foram capazes de

Tal fato levanta a possi-

bilidade de que PAF e eicosanóides têm papéis sobrepostos nas

manifestações da reação inflamatória local que precede a

nidação, podendo □ PAF mediar seus efeitos através da libera-

ção de e1cosanóides.

ratas que4. As completas reabsorções fetais observadas nas

WEB 2170 nos dias S a 14 da gravidez indicamreceberam o

provave1 mente uma ação do PAF no processo de crescimento e

5. Q prolongamento do período diestro do ciclo reprodutivo 

mostrou um efeito supressivo do WEB 2170 na função ovariana,

79
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composto sob i nves-ria sobre a nidacão poderá mostrar que o

exibindo uma seletividade maior para a musculatura lisa ute

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

poder usá-lo como opção terapêutica no controle de partos 

prematuros.
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