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Summary
The action of raviten upon the aortal rings tonus in case of blockage
of L-type calcium channels and Ca*" modification in perfusion
Raviten stimulates the influx of Ca™" ions into the cell of vascular smooth muscle in the
presence of specific inhibitors of Ca™" L-type channels.

Rezumat
Raviten stimuleazd influxul ionilor de Ca*" in interiorul celulelor musculaturii netede
vasculare in prezenta inhibitorilor specifici ai canalelor lente de Ca®", factor absolut necesar in
desfasurarea contractiilor tonice.

Actualitatea temei

Mecanismul contractil a muschiului neted se explicd prin existenta unei proteine cu o
functie asemanatoare celei a troponinei C, numitd leiotonina (2). Apoi s-a constatat cantitati mari
de calmodulina, precum si izolarea unei enzime specifice ATP-aza. Pe baza acestor observatii s-a
fundamentat un model simplu al contractiei muschiului neted: cresterea concentratiei calciului in
celula musculard netedd conduce la formarea complexului Ca*"- calmodulina (CaM 4 Ca®").
Aceasta activeaza kinaza lantului usor al miozinei, conferindu-i activitate ATP-azicd, consecinta
fiind formarea puntilor acto-miozinice. Ionul de calciu reprezintd un mesager ce regleaza o
varietate de functii fundamentale ca: cresterea celulard si diferentierea, sinteza si secretia de
neuromediatori; contractia muschilor cardiaci, scheletali si netezi, perceptie senzoriala,
comunicarea neuronald si plasticitatea sinaptica, expresia genelor si raspunsul imun.

Simultan calciul este extrem de toxic pentru celula. O serie de stari patologice sunt cauzate
de dereglarea proceselor de semnalizare dependente de calciu: hipertensiunea, malignizarea,
ateroscleroza, hipertermia maligna si diferite dereglari nervoase in particular sindromul maniaco-
depresiv. In conditii extremale concentratia de calciu liber in citozol (Ca®™ initiaza apoptoza.

Sursele de calciu pentru celuld servesc: lichidul interstitial (2,5 mM Ca"), reticolul
endoplasmatic si mitocondriile (~0,5 mM). Reticolul endoplasmatic e o sursd enorma de calciu
ionic in tesutul muscular striat, cardiac, neted si 1n epiteliul glandular (1).

Un alt candidat pentru mentinerea contractiei muschiului neted este proteinkinaza C,
activata de inozitol 1, 4, 5, trifosfat si 1,2-diacilglicerol (3).

Material si metode

In calitate de model experimental au fost folosite inele de aortid izolati de sobolan
(Meepcon @.3, u coaBt.,1989; Todiras M., 1996). Animalele rasa Wistar, masculi cu masa
corporala 200-220g, au fost decapitate si exanghinate. Dupa deschiderea cutiei toracice, aorta a
fost prelevata si tdiatd in inele cu latime de 2-3mm. Preparatele astfel obtinute au fost montate n
baia de organ (10ml volum), activitatea mecanica fiind evidentiatd cu ajutorul unui traductor
izometric si Inregistratd de catre un inscriptor cu penitd (Linseis L-650).

Baia de organ a continut ser Grebs-Henseleit cu urmatoarea componenta (mM): Na Cl-118;
LCI-4,8; CaCl,-2,5; KH,PO4-1,2; MgS04-1,6; NaHCO3-25,0; glucoza — 5,55. Solutia a fost
tinuta la temperatura de 37°C si barbotatd continuu cu 95% 0O,+5%Cos.

Pretensionarea s-a efectuat la 2g, preparatul fiind tinut la echilibrare timp de 2 ore.

Dezendotelizarea a fost efectuatd prin razdluirea blanda cu hartie de filtru umectata.
Absenta endoteliului functional a fost verificatd farmacologic prin testul cu carbocol 10°M
(absenta relaxarii inelelor de aortd precontractate cu fenilefrind, in platoul contractiei), efect
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obtinut in prezenta endoteliului (Furchgott R.F., Zawadzki J.V.1980). Solutia in prealabil
incalzita, a fost administratd cu ajutorul seringei automate. Avand in vedere tahifilaxia
musculaturii netede vasculare fatd de unele substante medicamentoase (Carvajal A., et al., 1995;
Haulica 1.,1990) administrarile succesive au fost efectuate la interval de 45-50 minute.

Mediul fara calciu prezintd aceeasi compozitie cu serul Grebs-Henseleit cu doua deosebiri:
prima consta in substituirea clorurii de calciu cu NaCl (echimolar), cea de-a doua — In addugarea
de EDTA-2,5mM.

Pentru controlul activitatii contractile a preparatului izolat s-a efectuat depolarizarea
membranei celulare cu KCl (120mM), iar pentru compararea actiunii posibile vasoactive a
preparatelor cercetate asupra organului izolat a fost folosit adrenomimeticul fenilefrina (10°M)

Efectele s-au urmarit pe inele de aortd endotelizate, cit si dezendotelizate, pe fondal de
blocare a structurilor adrenergice selective o,j-adrenergice cu prazosin (10°M), o, cu iohimbina
(10°M); pe fondalul blocirii angiotenzinoreceptorilor, pe fondalul blocarii canalelor lente de
calciu, cat si in diferite alte situatii.

Rezultate si discutii

Contractia inelelor de aorta realizatd prin depolarizarea membranei musculaturii netede
vasculare nu include intreaga gama de mesageri secundari rezultata de la excitarea receptorilor.
Astfel contractia indusda de KCl se datoreazd deteriorarii schimbului de K+ la nivelul
membranei.

Initial s-a testat contractilitatea inelelor la aplicarea KCl (120mM). Dupa inlaturarea
depolarizantului din mediu, inelele au revenit la tonusul bazal. (fig.1). Ulterior a fost
administratd KCI (30 mM), care a realizat o contractie de 38,9743,23% comparativ cu efectul
maxim. Cu 15 minute inainte de administrarea repetatd a KCI (30mM), inelele au fost pretratate
cu raviten (10°*M). S-a constatat, ci in prezenta derivatului izotioureic KCl (30 mM) a provocat
efecte vasoconstrictoare cu 147,66+12,32% mai mari In comparatie cu raspunsul primar la KCl
(30 mM), sau 57,61+4,48% din contractia maxima indusd de depolarizant (120 mM), (fig. 5.9).
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Fig.1 Sporirea de catre raviten a contractiei vasculare indusa prin depolariyarea
membranei KCI (120mM)

Un alt protocol experimental a fost si cercetarea efectele fenilefrinei in mediu fara ionii de
Ca"" (inlocuirea lor cu concentratii echimolare de Na™ ). Initial s-a testat contractilitatea maxima
a inelelor la KCI (120mM) in mediu cu Ca™" (fig.2). Ulterior mediul a fost inlocuit cu ser fard
Ca™. Pe acest fondal a fost utilizatd fenilefrina (10°M), care a indus contractie cu mult mai
redusa (11,27£1,15%) in comparatie cu cea realizatd in serul obisnuit. De mentionat, ca efectul a
fost de scurta durata (1-2 minute), dupa care vasele s-au relaxat de sine statator.

Aceste date ne denotd, ci contractia adrenergica s-a datorat rezervelor de Ca>" intracelular,
dar deoarece nu a avut loc influxul de Ca™" extracelular, ea a fost abolita.

Administrarea repetati de fenilefrind (10°M) nu a realizat nici un efect, fapt ce ne
sugereazi cd la un moment a fost epuizat si stocul intracelular. Aplicarea ravitenului (10*M) pe
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asemenea fondal nu a restabilit contractilitatea. Injectarea de CaCl® (2,5 mM) in mediul
mentionat (in prezenta fenilefrinei si ravitenului) a restabilit contractibilitatea vasculara realizand
71,68+7,25% din valorile maxime (fig. 2).
Astfel devine cert ci in lipsa Ca’™ extracelular, efectele ravitenul si fenilefrinei sunt
anihilate.
In continuare a urmat o serie de experiente cu utilizarea verapamilului — blocant selectiv
al canalelor lente de Ca®* (fig. 3).
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Fig. 2. Micsorarea efectelor ravitenului in lipsa Ca** extracelular

Initial s-a testat contractilitatea maxima a inelelor la aplicare KC1 (120 mM) si reactivitatea
vasculard la fenilefrindi (10°M).Cu 15 minute inainte de administrarea repetatdi a
adrenomimeticului (10°M), inelele au fost pretratate cu verapamil (10™*M).

S-a constatat ci in prezenta inhibitorului canalelor de Ca®, vasoconstrictia realizati de
simpatomimetic a constituit 21,33+1,57% comparativ cu prima contractie adrenergica, sau 16,0+
1,225+% din raspunsul maxim (fig. 3). Presupunem ca reactia s-a datorat rezervelor intracelulare de
Ca™".
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Fig. 3. Efectele fenilefrinei pe fondal de blocare a canalelor lente Ca™" cu verapamil

Utilizarea concomitentd a verapamilului (10*M) si ravitenului (10*°M) cu 15 minute
inainte de infuzia repetatd de fenilefrind a reprezentat un alt nivel experimental. (fig.4). S-a
constatat, ca contractia fenilefrinica secundard a constituit 47,6443,85% din raspunsul maxim
sau 74,60+6,17% 1n comparatie cu contractia adrenergica primara (fig. 4). Astfel s-a stabilit ca in
prezenta verapamilului, raviten a potentat efectul vasoconstrictor al fenilefrinei.
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Fig. 4 Actiunea fenilefrinei la blocarea canalelor lente de Ca™ cu verapamil si pe fondal de
raviten

O alta serie de experiente a avut ca scop utilizarea verapamilului in platoul de contractie
adrenergica. (fig. 5). Initial s-a testat reactivitatea maxima la KCl (120mM), ulterior mediul s-a
spilat de substanta depolarizanti, iar vasele s-au relaxat. Administrarea fenilefrinei (10°M) a
indus o vasoconstrictie care a constituit 63,44+5,19% din efectul constrictor al KCI (120mM). in
platoul de contractie realizat de fenilefrina s-a utilizat verapamilul (10*M), care a anihilat treptat
spasmul adrenergic, readucand tonusul vaselor la valorile bazale timp de 20-25 min.
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Fig. 5. Efectele ravitenului la plasarea verapamilului in platoul de contractie al fenilefrinei

Ravitenul (10'4M), administrat pe asemenea fondal a restabilit contractilitatea vasculara,
inducand un efect constrictor treptat (in scard), platoul cérui a constituit 67,43+5,57% din efectul
adrenergic primar, sau 42,76+ 4,61% comparativ cu KCl (120 mM), (fig. 5). Mentiondm ca
efectul a fost de lungd duratd si s-a anihilat numai la inlaturarea preparatelor din mediu.

Analizand actiunea ravitenului In combinatie cu verapamil, blocant al canalelor lente de
Ca®’, S-a constatat o potentare a efectelor fenilefrinei. Pe fondal de verapamil, fenilefrina
exercitd o vasoconstrictie nemodificata si de scurta duratd. Acest fapt indicd despre abolirea
rezervelor intracelulare de Ca®’, iar influxul din mediul extracelular a fost stopat de verapamil.
Totodata s-a demonstrat, ca efectul vasodilatator al verapamilului a fost contramandat de raviten.
Astfel s-a constatat, cd in prezenta ravitenului, fenilefrina, pe fondal de verapamil, a realizat o
vasoconstrictie cu platou stabil si indelungat. Prin urmare, se evidentiaza, ca ravitenul modifica
rezervele de Ca®’ intracelulare, element indespensibil in cuplarea proteinelor contractile.
Modificand succesiunea remediilor administrate s-a stabilit, cd administrarea verapamilului in
platoul de contractie indus de fenilefrind a relaxat inelele, iar ravitenul a restabilit treptat
vasoconstrictia. Particularitatea mentionata poate servi ca argument in favoarea ipotezei ca
raviten modifica influxul ionilor de Ca®" chiar in prezenta verapamilului. Cercetarea actiunii
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ravitenuluii in mediu fard Ca®" a demonstrat, c¢i remediul nu modifici valorile liniei bazale.
Remarcabil, ca la administrarea de CaCl, (2,5mM) efectele ravitenului s-au restabilit.

Asa dar, efectele induse de raviten sunt calciu dependente, iar substanta modifica
transportul ionilor de Ca*" la nivelul membranei celulare, posibil prin intermediul altor tipuri de
canale implicate in schimbul ionilor de Ca*" .De mentionat ci raviten a contractat si inele care
erau pretratate cu prazosin §i verapamil.

Cercetarile efectuate de CmacoB A.A.(1975; 1977) au demonstrat, ca actiunea constrictoare
a ravitenului asupra musculaturii netede vasculare a arteriilor izolate, recoltate de la cdine este
dependentd de influxul ionilor de Ca®*. La randul lor, Southan G.L si colab. (1995) au
demonstrat pe vase recoltate de la nivelul musculaturii scheletale de purcei, cda L-NAME la fel
induce vasoconstrictie in prezenta blocantelor canalelor de Ca®" de tip L. Todiras M. si colab.
(1995) au relatat ca inelele izolate de aorta de sobolan s-au contractat la administrarea
angiotensinei II 1n prezenta nifedipinei si L-NAME. Totodatd, in aceleiasi lucrari se
demonstreaza, ca nifedipina reduce cu 48,9% efectele L-NAME, dar nu le aboleste. Prin urmare,
si in experientele noastre, ravitenul a restabilit vasoconstrictia anterior reprodusa de verapamil,
dar valorile lor au fost semnificativ reduse comparativ cu rezultatele obtinute fara utilizarea
inhibitorului canalelor de Ca**. Cresterea lentd a vasoconstrictiei produse de raviten in prezenta
verapamilului indica, ci derivatul izotioureic moduleaza treptat influxul ionilor de Ca®". Astfel,
prin intermediul unor metode experimentale de studiu a tonusului vaselor izolate s-a constatat, ca
ravitenul a modificat reactivitatea vasculard indusa de fenilefrind atat pe fondalul blocarii
receptorilor adrenergici, cat si in prezenta inhibitorilor canalelor de Ca*" .

Concluzii

Ravitenul stimuleaza influxul ionilor de Ca®" in interiorul celulelor musculaturii netede
vasculare in prezenta inhibitorilor specifici ai canalelor lente de Ca®", factor absolut necesar in
desfasurarea contractiilor tonice.

Ravitenul a amplificat si contractia vasculard indusd prin depolarizarea membranei,
mecanism independent de receptorii membranari.
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