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IMPORTANCIA DO GRUPO o-AMINO TERMINAL DA BRADICININA E CININAS
RELACIONADAS SOBRE O AUMENTO DA PERMEABILIDADE CAPILAR

Suemi Sugavara

RESUMO

Um método simples e eficaz foi desenvolvido para quantificagdo do sumento da permeebilidede capilar na
perede abdominal de rsto, a partir do extravasamento do azul de Evans marcado com iodo-126 ou 131, apbs
sdministragSo intradérmica da solucio de substancias vasoativas. Utilizando-te esta metodologia, foi estudada s
importancia do grupo Gtamino N-terminal das moléculas de bradicinina (Bk), calidina (kd) & metionilcalidina (Met-Kd)
na permesbilidade capilsr apbs resgio com piridoxal 5'-fosfato seguida de reducBSo com borohidreto de sbdio. Hé
formegSo de uma base de Schiff com o grupo Gtamino N-terminal transformando-se apds reducio, em derivados estiveis
de fosfopiridoxil-cininas, deixando intacto o radical guanidina. A andliss dos residuos de sminoécidos dos derivados
fosfopiridoxil-cininas mostrou que 8 quase totslidade dos Gtamino grupos N-terminsis se acha bioqueeda peio radical
fosfopiridoxila { fosfopiridoxil-bradicinina (PP-Bk) = 98,8%; fosfopiridoxil-calidine (PP-Kd) = 95,2%; e fosfopi-
ridoxii-metioniicalidine (PP-Met-Kd) = 98.9% } Forem determinadss curvss de atividade pera Bk, Kd, MetKd,
soutii-bradicinine (Ao-Bk), PP-Bk, PP-Kd e PP-Met-Kd. As poténcias relstivas foram caiculades apiicandoes
representaco gréfica de Lineweaver Burk (PP-Bk cerce de 16% de stividsde de Bk, Ac-Bk cerca de 31% ds eti-
videde de Bk, PP-Kd cerca de 17% da atividede de Kd, ¢ PP-Met-Kd corca de 12% da atividede de Met-Kd). Os
resultados mostram a iImporténcia do grupo Q-smino N-terminal livre das cininss nos moclnltmol do .elo blolrlu

{ /u ”Z

1~ INTRODUGAO E PROPOSITO

Hormdnios tecidusis de natureza polipeptidica quo afetam a musculatura liss e possuem
propriedades vasoativas sBo chamados cininas (Rochs e Sblva) 48) Eqtas cinines nSo sfio secretadss ns
forma livre por gldndulas especificas, mas liberadas por um precursor inativo no plasma. Entre essas
cininas temos a bradicinina, calidina e a metionil-calidina, que estlo q mica e farmacologicaments
caracterizadas,

H Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-OH
1 23 46 686 7 8 9
bradicinina

H Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg OH
calidine

H Met-Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-OH
metionil-caliding

Aprovads pere publicsclo em Outubro/1978.



A bradicinina foi descrita pela primeira vez em 1949 por ROCHA e SiLVA et aliil48) como
sendo uma substancia hipotensora e estimulante da musculatura lisa. De natureza pulipeptidica, foi li-
berada de glohulinas plasmaticas pela acdo da tripsina e de enzimas proteoliticas de venenos de serpen-
tes (Bothrops jararaca).

Foi na década de 1960 que ELLIOT et alji!15.17.18.19) conjuntamente as sinteses
experimentais realizadas por BOISSONNAS et alii(s's'n, conseguiram isolar e determinar a estrutura da
bradicinina. A partir da eluigio de sua estrutura foram descritas varias sinteses da bradicinina tanto pelo
método convencional de sintese peptfdica'8'52) como pelo método por fase sblida de
MERRIFIELD(:’G), os quais permitiram obter elevado nimero de andlogos sintéticos das cininas‘37'52).
A calidina, descoberta por WERLE!®® em 1937, teve a sua estrutura esclarecida por PIERCE &
WEBSTER!43) ¢ independentemente por WERLE et alii(ﬁm. A confirmagdo de sua estrutura foi feita

através das sinteses experimentais realizadas pcr NICOLAIDES et alii“o’ e PLESS et alii(“’.

A metionil-calidina identificada por ELLIOT et alii{16.:20) como sendo relacionada 3
bradicinina, contém onze residuos de aminoicidos (metionil-lisil-bradicinina) e teve sua estrutura
confirmada por sinteses experimentais realizadas por SCHRODER!®") ¢ por MERRIFIELD!37),

Sendo a bradicinina formada pela sequéncia de nove residuos de aminoécidos, apresenta muitos
pontos possiveis de ligagdo com o seu receptor, ¢ como qualquer composto biologicamente ativo, é de
grande interesse que se determine a relagdo existente entre sua estrutura e sua fungdo. Um grande
nadmero de andlogos da bradicinina tem sido sintetizados‘sz'ss' com o objetivo de estudar a relagdo
entre estrutura-atividade biolbgica. Esses compostos sintéticos permitiram um progresso substancial na
elucidagdo da sequéncia e na determinagdo dos resfduos de aminoicidos requeridos para a atividade
farmacoldgica.

Andlogos de bradicinina mostram que os residuos de fenilalanina podem ser substitufdos por
outros aminoacidos aroméiticos com significante retengdo da atividade, enquanto que a incorporagdo de
residuos alifdticos nesta posigdo, causa grande perda da atividade‘sz’. Aparentemente, o caréter
aromatico da cadeia lateral dos residuos nas posicOes 5 e 8 é mais importante que o tamanho destes
resfduos'%/.

O residuo de serina da bradicinina ndo parece desempenhar papel importante na atividade deste
hormdnio. Esta serina pode ser substitufda tanto pela glicina como pela treonina com completa retengio
de atividade'3%13) Parece haver uma limitagdo na substituicdo deste residuo por aminoacidos
volumosos, pois a incorporacdo de fenilalanina, asparagina e tosil-lisina, produzem anélogos com
atividade muito baixa'55’, Pode ser aplicada semelhante consideracdo ao residuo de glicina (posigdo 4),
mas de uma forma mais exigente, pois a Ala 4 bradicinina é quase inativa‘sz’.

A bradicinina contém trds resfduos de prolina (posicBo 2, 3 e 7) que devido a sua estrutura
ciclica impde sérias restricBes na conformag3o ou arranjo espacial da cadeia pe tldica“o’. Estudos sobre
a substituicdo das profinas por outros residuos de aminoécidos'4-38.52.66.58) 1 ciram que esse: trés
residuos tém diferentes importdncias relativas. SCHRODER 52! mostra que enquanto a Ala® bradicinina
¢ totalmente ativa, Ala? bracicinina e Ala’ bradicinina s8o muito menos ativas, mas a substituic8o de
Pro’ por f-homo-prolina 7o sitera a atividade biolbgica“”. A introducio de grupos funcionais no
residuo de Pro® impde alguma restricBo na conformag8o da cadeia peptldica(zz'ss’.

A molécula de bradicinina possui doi: resfduos de arginina (posicBes 1 ¢ 9). Analogos contendo
uma dessas argininas substitulda por residuos de aminodcidos com grande cadeia polar (Tabela |) retdm
significarte atividade‘”'“’, enquanto que anélogos contendo glicina ou alanina sfo praticamente
inativos52-55) A substituicBo simultinea de ambas as argininas por residuos, mesmo por aqueles
contendo cadeia grande ou bésica, dfo com atividade extremamente baixa!82:88), InvestigacBes mostram
a possibilidade de adicAo de residuos de aminoécidos no grupo smino terminal da bradicinina sem a
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perda de atividade (Tabelai). A andlise dos andiogos da bradicinina obtidos pelo prolongamento da
cadeia no amino terminal da molécula, mostra trés compostos cujas atividades biolagicas sdo semelhantes
3 bradicinina {Tabela {) quando avaliadas pela medida do aumento da permeabilidade capilar em cobais.
Todavia, quando este ensaio é realizado em pele de ratos, a Met-Kd apresenta-se mais ativa (cerca de dez
vezes) do que a Bk ou Kd (Tabela }), sendo a cinina GAML-Bk ainda mais poteme(‘s'. 0O alongamento
no sentido C-terminal afeta extraordinariamente a atividade biologica. Quando um simples resfduo de
aminoicido ¢ adicionado nesta extremidade, a poténcia é notoriamente reduzida conhecendo-se apenas
uma excecdo, a filocinina { Bk-lle-Tyr(SO4) } . Isto mostra a importancia do grupo carboxila terminal da
cadeia na ligagio com o receptor(sn. Esta observacdo tcm sido, também, aplicada para muitos outros
hormonios peptfdicos(sn. A alta atividade encontrada na filocinina pode indicar que o grupo sulfarico,
fortemente 4cido ligado a tirosina, seria capaz de tomar o sitio usualmente ocupado pela carboxila da
arginina; poderia ser também, devido a rapida conversdo da filocinina em bradicinina. Esta conversdo é
observada no sangue de coelho(55). A grande importancia do grupo carboxila terminal sugere a hip6tese
de que este é o ponto inicial da ligagdo com o receptor para auxiliar o alinhamento da molécufa ao
longo da superficie do receptor com posterior unido peptideo-receptor(ss'.

As avaliagdes das poténcias de bradicinina e seus andlogos s3o realizadas, na grande maioria, pela
medida da pressdo sanguinea de coethos e cobaias ou por contragdo da musculatura lisa (Gtero de rato e
fleo de cobaia), sendo poucas através da medida do aumento da permeabilidade capilar.

Pouco tem sido feito no sentido de investigar a importancia do a-amino grupo de moléculas de
bradicinina e de seus andlogos. A literatura nos apresenta o estudo da acetil-bradicinina realizado por
STEWA.I(T et alii'55-57) ¢ da bromo-acetil-bradicinina realizado por TURK et alii'5®’.

O estudo comparativo dos andlogos da bradicinina com blogueio do a-amino grupo N-terminal
das moléculas e determinacdo da atividade pela medida do aumento da permeabilidade capilar ndo tem
sido efetuado.

Tomando como material de estudo a bradicinina, calidina e metionilcalidina,, que possuem
atividade sobre a permeabilidade capilar (Tabelal), propomos verificar a importancia do a-amino grupo
N-terminal destas moléculas na atividade bioidgica. Modificamos sua estrutura molecular com a
introdugdo do radical fosfopiridoxila utilizando piridoxal 5'-fosfato.

O piridoxal 5'-fosfato, derivado da vitamina B,, apresentando em sua estrutura um grupo
aldeldico, tem a capacidade de formar base de Schiff reversivel com vérias aminas. Esta reagdo de adigdo
muito conhecida para aminas primdirias e aldeldos, tem sido aproveitada para reagir o piridoxal e
piridoxal-5’-fosfato com grupos amino livres dos residuos de lisina existentes nas mais diversas proteinas.
A possibilidade de redugdo do composto formado levando a um derivado estivel, com radical piridoxils
irreversivelmente fixado 3 protefna, aumenta a potencialidade deste procedimento nos estudos de
bloqueio de radicais amino e serve também como marcador de proteinas.

O uso de corantes, que se ligam 3s proteinas do plasma e podem, portanto, indicar o asumento
da permeabilidade capilar pela coloracBo da drea, no local de extravasamento da protefna, foi bem
estabelecida por MENKIN E MENKIN'3®), Tais métodos tém sido muito usados no estudo da mudanga
da permeabilidade capilar com drogas e substdncias que liberam a histamina e
5hidroxi-triptamim‘ 14.49,63,64)

Hé muitos trabalhos que procuram a quantificacdo de corante extravasado. Por exemplo,
LOCKETT e JARMAN'33) t4m comparado 8 intensidade do azul de Evans no local de extravasamento
com uma série de padrBes. Outros expressam os seus resultados em termos de médias do didmetro das
manches azuis'! ou de intensidade gradual ds coloraclo por método simplesmente viwal“”.
Posteriormente, temos os trabalhos de JUDAH e WILLOUGHBYM”, FRIMMER ¢ MULLER!?7
REIS et lii'*5) wilizando o método de extraclo de corante do |§CI| de extravasamento pars depois
determiné-lo quantitativamente. Todos esses métodos utilizados para determinar o aumento da
permesbilidade capilar ou s50 imprecisos ou muito trabalhosos.

~



Tabela |

Poténcias Relativas de Andlogos da Bradicinina®

ATIVIDADE BIOLOGICA

SUBSTANCIA
permeabilidade Utero de rato fleo de cobaia pressdo sanguflnea
capilar (cobaia) (isolado) (isolado) {coelho)
Bk 1 1 1 1
Afa' Bk - <1/1500 < 1/1500 ~1/1000
Cit! Bk - 1/400 — 1/600 - 1/250!cobeie)
Giu' Bk _ - _ 1/300(cobaia)
Gly' Bk - <1/1500 - <1/1000
Lys' Bk - 1/500 1/160 — 1/300 1/250
orr® Bk _ _ - 1/50 {cobaia)
Ala' Bk - 1/500 < 1/800 <1/1000
Cit? Bk - 1/400 - 1/20 (cobaia)
Gly® Bk - 1/1500 <1/1500 ~1/1000
His? Bk - - ~1/500 ~1/1000
Ly¢ Bk - 1/500 15 1/10 - 1/30
Orn® Bk - - 1/100 1/400
Arg Bk - 1 1/10 13 -1/4
Gly Bk 1 1-2 1 12 -13
Orn Bk - 1/10 13 18 -1/10
Phe Bk - 1 1/2 1/5
Lys Bk (Kd) 1 1/10 1 2
Acetil Bk 1/6 1/2 - -
Br Acetil Bk - 3/6 - -
Met Lys Bk 1, 10{ret) 113 -1/a 173 -1/ 2-3
Lys Lys Bk - 1/2 - 10
Phe Lys Bk - 1 116 16-2
Ser Lys Bk - 1 110 2-3
Lys Lys Lys Bk - 1/ 1/ 8-10
Ser Lys Met Lys Bk - 1/8 1/16 1
Gly Arg Met Lys Bk 11ireto) - - -
Bk NH - 1/100 - -
Bk Arg 1/100 1/26 - -
Bk Gly 1/100 1/160 - -
Bk Ser - 1/600 - ~ 1/36
Bk lle Tyr (SO4) - 172 - 1

* Dados obtidos das referéncies 465, 62, 66, 66 e 58.




A possibilidade da aplicagdo de radioisbtopos simplifica sobremaneira a verificagdo do aumento
da permeabilidade capilar, Assim, FRIMMER'26 empregou 0 ouro coloidal e polifosfato radioativo para
determinar 0 aumento da permeabilidade capilar produzido pela bradicinina, tripsina, histamina e outros
agentes, que atuam na parede capilar.

Em nossas experiéncias, a quantificacdo do aumento da permeabilidade capilar na pele de ratos
foi efetuada com tecnologia propria, utilizando um método por nds desenvolvido, empregando o azul de
Evans marcado com iod¢ radioativo.

2 - MATERIAL E METODOS
2.1 — Material Biolégico

Foram usados ratos machos da raga Wistar, pesando aproximadamente 200 g cada, dos quais
removiam-se, previamente, os pelos da reaido abdominal, com auxflio de um aparelho elétrico {"Electric
Hair Clipper, Horstator Piccolo 55"').

No decorrer de cada experiéncia os ratos foram mantidos sob anestesia com éter anestésicn (éter
etllico) pela técnica de méiscara aberta.

2.2 — Marcagio do Azul de Evans com lodo Radioativo (lodo-125 ou lodo-131)
2.2.1 — Marcagdo

O método de marcagdo do azul de Evans {6,6'-[(3,3'-dimetil-4,4"-bifenilileno)bis(azo)bis[4-
-amino-5-hidroxi-1,3-naftaleno-disulfato tetrassédico]} com iodo radioativo foi de MANI e
KULKARNI3# com algumas modificacOes. Este método compde-se de duas fases: diazotacio do
corante e iodacdo do corante ja diazotado.

A fase inicial da diazotagdo do corante foi feita em meio dcido a 0°C {banho de gelo) sob
sgitacio constante, conforme a seguinte técnica: num tubn de marcagdo, tomou-se 5ml de soluglo
aquosa de azul de Evans a 0,6%, acidificou-se com 0,5 ml de H;S04, 1M, e adicionou-se 0,5 ml de
nitrito de s6dio a 9,2 mg/ml e esperou-se trinta minutos. ApSs a reacfio, tomou-se uma allguota e
verificou-se 0 excesso de nitrito com o teste de amido iodetado. Procedeu-se, entlo, a destruico do
nitrito acrescentando 0,5 ml de soluc3o de sulfato de amdnio a 20 mg/mi, ezperando-se quinze minutos.

A iodacdo do corante diazotado foi realizada sadicionando-se 0,2 ml de soluclo de iodo
radioativo, na forma de iodeto de sddio, isento de carregador e redutor (20-30 mCi de iodo-131 ou
1-2mCi de iodo-125) ¢ 0,1 m! de soluglo de iodeto de potéssio a 10 mg/ml. Fechou-se bem o tubo,
retirou-se do banho de gelo e, sinda sob sgitaclo constante, foi mantido por seis horss em banho
termostatizedo a 55°C e depois por mais uma hora em banho-maria.

2.2.2 — Purificaglo

A purificaclo do azul de Evans mercado com jodo radioativo, foi feits por diélise contra
soluclo fisiolégica durante vinte horas,

A radiostividade do produto mercedo e purificado foi determinada no calibrador de dose
“Mediac” {Mediac Dose Calibrator, model 8372, Nuclear Chicsgo Corporation).



2.2.3 — Controle

A pureza radioquimica do corante foi confirmada por eletroforese em papel Whatman n? 1
(30 x 2.5 cm) com cerragador de iodeto de sédio, usando tampdo acetato 0,7 M, pH 5,5, tempo de
migracdo = 45 minutos e amperagem = 1,5 mA/fita.

O iodeto foi revelado com acetato de chumbo a 10% 2 a porcentagem de radioisdtopo
livre calculada pela distribuicdo de radioatividade ao longo da fita.

A radioatividade ao longo da fita foi determinada no cintilador gama de ‘“‘pogo”, dotado
de um cristal de iodeto de sbdio com impureza de tilio (series 1185), Automatic Gamma Counting
System, Nuclear Chicago Corporation).

2.3 — Padronizagio do Método de Medida de Aumento da Permeabilidade Capilar em Pele de Rato

Inicialimente foram feitos testes preliminares para verificar a homogeneidade de distribuiclo
da radioatividade na pele (quantidade bésica de radioatividade na pele), bem como a resposta a
uma mesma dose de substincia vasoativa, para depois realizar os ensaios quantitativos com
histamina.

2.3.1 - Prova de Quantidade Bésica de Reatividade na Pele

Administrou-se, por via endovenosa, 0,1 ml de azul de Evans'3'! a 0,3% com 10uCi/ml
de atividade, para cada 100 a de peso animal. Decorridos dez minutos, féz-se a sangria total do
animal por decaptacio e retirouse a pele abdominal. Inverteu-se & pele ¢ com auxflio de
perfurador circular de 16 mm de didmetro, foram retiradss seis amostras (trés de cada lado). A
radioatividade dessas amostras foi determinads no contador gamma de “‘pogo’. Para minimizar os
erros estatisticos, o tempo de contagem das amostras foi de dez minutos.

2.3.2 — Prove de |dentidade de Resposta

Administrou-se 8 mesmsa dose de azul de Evans e decorridos dez minutos foram injetadas,
subcutaneamente, cinco doses de 0,1 ml de solugBo de histamina (25 ug/mi) em diferentss pontos
da regifo abdominal ¢ uma dose (0,1 mil) de soluclo fisioldgice. Dez minutos apbs a Oitims
administraclo subcutnea, fdz-se a sangria total e retirou-se a pele sbdominal do rato. Os locais de
sdministracio da histamina ¢ ds soluclo fisiologice foram cortados bem como uma regifio controle
de pele o, em seguida, determinou-se a radioatividade de ceda disco no contador gams de “pogo”.
O tempo de contagern foi de dez minutos.

2.3.3 - Enssio Quantitstivo com Histamina

Usando-se soluclo de histsmina ¢ 1, 2, 3, 4, 5, 10, 25, 50 ¢ 100 ug por ml de soluclo
fisiolObgics, procedeu-se da mesms maneira como no item anterior, injetando-se a mesma dose de
sul de Evans'?’l, 0 mesmo nGmero de pontos ¢ 0 mesmo volume de drogs vesostiva, Apds »
sengria total e retirada da pele do snimal, cortou-se além dss regides de administraglio subcutines,
uma regiio controle de pels. Determinou-se s radiostividade das amostres fazendo-se contagens de
dez minutos no contador game de ‘‘poco”.

2.3.4 — Ciculo do ndice de Aumanto ds Permesbiiidade Capiler



Para o célculo do indice de aumento da permeabilidade capilar utilizou-se a seguinte
férmula:

C, - (Csf ~ Cp)
R = oo
C
p
onde:
Ca = contagem da pele no local de administracdo da droga
Csf = contagem da pele no local de administragdo da solugao fisiolégica
Cp = contagem da pele.

2.4 — Andlise Espectrofotométrica

Para verificar a formacdo de base ce Schiff entre o a-amino grupo das cininas e &
carbonila do PLP, bem como a possivel interagdo do grupo quanidinico das cininas com PLP,
foram realizadas andlises espectrofotoimétricas das seguintes solucdes a pH 7,0:

a) PLP
concentragdo utilizada=1,5x 10"*M em solucdo fisiologica

b

—

PLP +cinina (Bk ou Kd ou Met-Kd}
concentracdes utilizadas: PLP = 1,5 x 107°*M
cinina=6,0 x 107*M

Tomotse 0,5m! de PLP 2 15x 10°*M em solucio fisiolbgica e adicionou-se cerca
de 400 ug de cinina (Bk ou Kd ou Met-Kd).

c) PLP +glicociamina
concentraces utilizadas: PLP =1,5x 107*M
glicociamina=3,0x 1073M

Tomouse 0,5 ml da PLP 3 1,5 x 10™* M em solugdo fisiolbgica e adicionou-se cerca de
175 ug de glicociamina.

As leituras das densidades Oticas dessas amostras foram realizadas no espectrofotdmetro
“Carl Zeiss PMQ II”, antes e apés a redu¢io com borohidreto de sbdio, na regifo de comprimento
de onda entre 250 a 500 nm, tomando-se solug¢d> fisiolégica como branco.

A reducdo dessas amostras foram efetuauas adicionando-se borohidreto de sbdio ¢ écido
ajccinico para liberagfo total de hidroglnio. ApOs a decomposicBo total de NaBH,, as solugBes
‘nram neutralizadas com bicarbonato de sbdio.

2.6 - Andlisse de Grupos Guenidinicos com Reagents de SAKAGUCHI
Sesgg%ndo a metodologia desenvoivida por SAKAGUCHI para doseamento colorimétrico de

arginina‘ foram realizadas determinardes de grupos guanidicos de arginina,
fosfopiridoxil-arginina, glicociamina e glicociamina + piridoxal 6 fosfato.



As solugdes empregadas foram:
solugdo A: arginina a 0,6 x 10°*M em solugio fisiolbgica
solugdo B: glicociamina a 0,6 x 10 *M em solugdo fisiologica

solugdo C: piridoxal 5'-fosfato a 30 x 10™* M em solucdio fisiolgica neutralizado com bi-
carbonato de sodio.

A partir das solugoes acima foram preparadas, a 0°C, as seguintes amostras:

amostra a: arginina
Em 0,5 mi de solugdo A, adicionou-se 2,0 ml de solugdo fisiologica.

amostra b: arginina reduzida com borohidreto de sbdio
Em 0,5ml de solugio A, adicionou-se borohidreto de sbédio (b mg) e a seguir, Acido
succinico para liberagdo total de hidrogénio. O volume foi levado a 2,5 mi com solugio
fisiologica e o pH da solucgdo ajustado para 7,0 com bicarbonato de sbdio.

amostra c: (arginina + PLP) reduzidos pelo borohidreto de sédio
Em 0,5 ml da solugio A, adicionou-se 0,5 ml da solu¢do C e esperou-se 50 minutos. Apds
esse perfodo, acrescentou-se borohidreto de sbdio e em seguida 4cido succlinico para
composicdo total de NaBH,4. O volume foi completado a 2,5 ml com soluglo fisiolbgica e o
pH foi ajustado para 7,0 com NaHCO;.

amostrad: glicociamina
Tomou-se 0,5 ml de solugdo B e adicionou-se 2,0 m! de solugdo fisiolbgica.

amostra e: (glicociamina + PLP) reduzidos pelo borohidreto de sbdio
Em 05ml de soluco B juntou-se 0,5 mi de solugcdo C e esperou-se 50 minutos. Decorrido
esse per(odo, acrescentou-se borohidreto de sédio e a seguir, &cido succlnico para
decomposi¢do total de NaBH,. Adicionou-se 1,5 mi de soluclo fisioldgica e o pH da soluglio
foi ajustado para 7,0 com NaHCO;.

amostra f; PLP reduzido com borohidreto de sbdio
Em 05ml de solucBo C adicionou-se borohidreto de sddio e écido succinico. Apbs 8
decomposicio total de NaBH, o volume foi levado a 2,6 ml e o pH ajustado para 7,0 com
NaHCO;.

Para anélise de grupos guanidinicos das amostras acima foram adicionados reativos na seguinte
ordem: 1°2) 0,6 mi de soluclo de a-naftol a 0,02% e 0,6 mi de NaOH s 10%, esperou-se de dois & tris
minutos (0°C); 29) duas gotas de hipobromito de sédio (2 g de bromo em 100 mi ds NaOH s 5%); e
39) 0,5 m! de uréic a 40%.

Os ensaios foram realizados em triplicata, lendo-se as densidades Gticas no espectrofotdmetro
“Cart Zeiss PMQ 11", a 520 nm, usando soluglo fisioldgics d qual foi adicionado o reativo de Sakaguchi
como branco. Paralelamente, foi detarminada s curva de absorbincia das amostrass, ¢, d ¢ o apls 8
adiclo do restivo de Sakaguchi.

2.8 — Anéblise Eletroforétice

Os fosfopiridoxil derivados das cininss utilizados na andlise eletroforétice forem preparados s
partir de 200 uq de cinina (Bk, Kd a Met-Bk) difufdos em 0,3 mi de solucllo fisioldgice, adicionando-se



100 u1 de PLP a 20 mg/mi de solugdo fisiol6gica. Esta mistura, com pH 7,0, foi deixada em repouso por
50 minutos a 0°C. Apods esse perfodo, adicionou-se 10 mg de borohidreto de sédio e, a sequir, dcido
succinico em quantidade suficiente para decomposicdo total de NaBH,4. Obteve-se assim, uma solucdo
contendo, aproximadamente, cerca de 500 ug de fosfopiridoxil derivado de cinina por m| de solugdo.

Cerca de 100 ul desse produto foi semeado na parte central de tiras de papel Whatman no 1, de
25 x 30 cm, para eletroforese. Paralelamente, foram preparadas fitas contendo 100 ul de solugdo de
cinina (Bk, Kd e Met-Kd) a 500 ug/ml de solugdo fisioldgica que serviram de padrdo. As elerroforeses
foram realizadas em grupos de quatro fitas (duas fitas de cinina padrao e duas fitas de fosfopiridoxil
derivado), em cubas contendo tampdo fosfato 0,01 M, pH 7,3, com voltagem =400V,
amperagem = 3 mA, e tempo de corrida = trés horas. Ap6s o término da corrida, as fitas foram secadas e
cortadas ao meio no sentido longitudinal e reveladas com ninidrina e reativo de Sakaguchi.

2.7 — Determinag¢io de Aminoacidos N-Terminais dos Fosfopiridoxil Derivados das Cininas

A determinacdo de aminodcidos N-terminais das moléculas dos fosfopiridoxil derivados das
cininas foi realizada no analisador de aminoicidos (Aminoacid Analyzer, model 120C, Beckman) apbs
hidrélise 4cida, seguindo-se a metodologia empreqada por BENESCH et alii'?) no estudo da
hemoglobina.

Paralelamente as anilises dos PP-derivados, foram realizadas anélises das respectivas cininas e de
um padrdo de aminoécidos, que serviram de referéncia para o célculo da porcentagem de blogueio, pelo
PLP, dos aminoéacidos N-terminais nos derivados obtidos.

2.7.1 — Andlise do Padrio de Aminobcidos

Partindo-se de uma solugdo estoque padronizada de mistura de aminoicidos {(aminoacid
calibration mixture, Beckman) preparou-se uma solugdo contendo 0,1 umol de cada aminoécido em
tampdo citrato 0,2 N, pH 2,2. Esta solucdo foi analisada quanto 3 composigdo em aminodcidos bésicos,
&cidos e néutros.

A andlise quanto ao conteido de aminoicidos béasicos foi realizada utilizando coluna de resina
de troca idnica PA 35 icuston resin type 35, Beckman) de 5,5 x 0,9 cm. O eluente foi tampdo citrato
0,35 N, pH 5,8 com fluxo de 70 mi/h, levando-se aproximadamente 55 minutos para eluicdo total. A
determinacdo da composicdo de aminoicidos, Acidos e néutrons, foi realizada em coluna de resina de
troca idnica AA 15 (custon resin type AA 15, Beckman) de 60 x 0,9 cm. Foram utilizados como
eluentes, tampdo citrato 0,2 N, pH 3,28 e tzmpdo citrato 0,2 N, pH 4,25. Iniciou-se a eluicdo com
tampdo pH 3,28 que foi substituldo pelo tampdo pH 4,25, apbs 85 minutos do infcio da corrida,
levando-se aproximadamente 115 minutos para eluicio total dos aminodcidos com um fluxo de
70 mi/hora.

Estas andlises serviram para determinar as constantes relativas as &4reas correspondentes a
0,1 umol de cada aminoécido.

2.7.2 -~ Andlise das Cininas

A hidrblise das cininas foi realizads em meio 4&cido, sob vicuo, em ampolas de vidro com
capacidade de 5 ml. Tomou-se 260 ) de uma solugBo contendo cerca de 1,2 a 1,5 mg de cinina por ml
de &cido oxélico 10'3M‘3°’, completou-se o volume 8 1 ml com 4gua deionizadas e adicionou-se 1 ml de
HC! concentrado (concentraclo final =6N). Cuidadosamente, sob vacuo, as ampolas foram fechadas e
procedeu-se a hidrolise deixando as smostras por 20 horas a8 110°C, Apbs esse periodo, as ampolas foram
cortadas e secou-se 0 material em um dessecador contendo pentdxido de fOsforo e hidrdxido de sbdio.
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Para eliminacio total de HCI, o residuo foi dissolvido em 1 ml de d4gua deionizada e secado nas mesmas
condigdes, repetindo-se essa operacdo por duas vezes. O material seco e livre de HCI foi dissolvido em
700 ul de tampado citrato 0,2 N, pH 2,2,

As andlises de aminodcidos foram realizadas em duplicata, seguindo a metodologia empregada
no item anterior, tomando-se aliquotas de 250 ni de cada amostra.

Nos hidrolisados de Bk e Kd foi determinada a composicado de aminoacidos bésicos, e no
hidrolisado de Met-Kd a composigdo de aminoacidos néutros e acidos.

As quantidades de aminoacidos foram czlculadas relacionando-se as éreas de cada pico com as
respectivas constantes relativas, determinadas no item anterior.

2.7.3 — Anilise dos Fosfopiridoxil Derivados das Cininas

Os fosfopiridoxil derivados das cininas foram preparados nas proprias ampolas de hidrolise,
tomando-se 250 ul das mesmas solugdes utilizadas no item anterior e PLP na propor¢ao de 50:1 de
cinina (200 ul de uma solugdo de PLP por ml), Essa mistura foi deixada em repouso por 50 minutos a
0°C, apés o que adicionou-se 250 u! de NaBH, (20 mg/mi de NaOH 1073 N) e quantidade suficiente de
4cido succinico para decomposicdo de NaBH4. O volume foi completado a 1 ml com dgua deionizada.

A hidrélise 4cida e a secagem dessas amostras, b2m como as anélises de amino4cidos, foram
realizadas nas mesmas condicdes anteriores (item 2.,7.2). Assim, nos hidrolisados de PP-Bk e PP-Kd foi
determinada a composicdo de aminoacidos basicos e no hidrolisado de PP-Met-Kd, a composicdo de
amino4cidos neutros e dcidos. A quantidade de cada aminoécido foi determinada relacionando-se as 4reas
de cada pico com as constantes relativas, obtidas pela andlise da mistura padrao de aminoacidos.

2.7.4 — Anilise de Piridoxil-Bradicinina

Duas amostras de piridoxil-bradicinina foram preparadas a 0°C, pH 7,0, nas ampolas de
hidrblise, utilizando-se diferentes tempos de reacdo (50 ininutos e duas horas). Tomou-se 250 ul da
solugdo de bradicinina utilizada no item 2.7.2. e adicionou-se 200 ul de uma solucdo de piridoxal a
30 mg/ml. Decorrido o tempo de reagdo, 250 ul de NaBH, (20 mg de NaBH,/ml de NaOH 102 M) foram
adicionados e a sequir quantidade suficiente Je 4cido succinico para decomposic3o total de NaBH,. O
volume foi completado para 1 ml com 4gua deionizada.

A hidré6lise 4cida, e secagem das amostras, bem como a anélise de aminoicidos foram realizados
nas mesmas condicdes do item 2.7.2. Assim, foi determinada a comporiciio de amino&cidos bésicos e a
sua quantidade determinada relacionando-se as &reas de cada pico com as constantes de Areas obtidas
pela anélise da mistura padrdo de amino4cidos.

2.8 — Determinagiio da Curva de Atividade das Cininas e Seus Fosfopiridoxil Derivados

A determinacdo da curva de atividade das cininas e seus fosfopiridoxil derivados sobre a
permeabilidade capilar foi realizada em pele de ratos pelo método descrito no item 2.3, utilizado para
ensaio quantitativo com histamina. Assim, a dose de corante radioativo usado como tracador, bem como
o nGmero de pontos de administracdo subcutdnes, foram os mesmos citados no referido item, variando
apenas a concentrac8o das solucBes das substincias vasoativas,

28.1 — Determinaglo da Curve de Atividede das Cininas
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Dez minutos apds a administragdo do azul de Evans radioativo, foram injetadas
subcutaneamente na pele abdominal de ratos: num ponto, 0,1 ml de solugdo fisiolégica; em 5 pontos,
0,1 ml de solugdes contendo diferentes quantidades de cininas.

A concentracdo das solugbes empregadas foram: 5ug, 10 ug, 20 ug, 40 ug e 60 ug por ml de
solugdo fisioldgica para cada uma das seguintes cininas: Bk, Kd e Ac-Bk; 2,5ug, 50ug 'Oug 20uge
30 ug por ml de solugao fisioiogica para Met-Kd.

Quinze minutos apds a Oltima administracdo subcutanea, féz-se a sangria total dos animais por
decaptacdo. Retirou-se a pele abdominal e, apbs sua invers3o, cortou-se amostras nos locais de
administracdo para determinacdo da radioatividade. Além dessas seis amostras, foi retirada uma regido
controle da pele. Determinou-se a radioatividade pela leitura dessas amostras no contador gama e,
aplicando-se a férmula indicada no item 2.3.4., foi calculado a indice de aumento da permeabilidade
capilar.

2.8.2 — Determinacdo da Curva de Atividade dos Fosfopiridoxil Derivados das Cininas

Para determinacdo da curva de atividade dos fosfopiridoxil derivados da Bk, Kd e Met-Kd sobre
a permeabilidade capilar, micialmente foram realizados testes preliminares.
2.8.2.1 — Testes Preliminares

Os testes preliminares consistiram na verificacdo da atividade sobre a permeabilidade capilar de:

a) cinina;

b) cinina reduzida com borohidreto de sédio;

c) PLP reduzido com borohidreto de sddio;

d) (cinina + PLP) reduzidos pelo borohidreto de sbdio;

e) Cinina + PLP reduzido pelo borohidreto de sbdio,

2.8.2.1.1 — Preparo das Amostras

Ac¢ amostras 8, b, ¢, d e @ foram preparadas a 0°C em banho de gelo, a partir das seguintes
solugdes:

solugdo A: cinina {Bk ou Kd ou Met-Kd) a 50 ug/mi de soluglo fisiolbgica
solucdo B: PLP a 25 mg/ml de solugdo fisiologica neutralizade com bicarbonato de sbdio

solucdo C: NaBH, a 12 mg/mi de solucBo de NaOH 10™3M,

amostra a: cinina (25 ug/ml),

Tomou-se 500 ul de soluclo A e adicionou-ss 500 ul de soluclo fisiolbgica para levar o
volume a 1 ml,

amostra b: cinina reduzida com borohidreto de sbdio.
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Em 500 ul ds solugdo A adicionou-se 400 ul de solugdo fisiologica e 100 ut de solugdo C.
Imediatamente apds a adi¢do da solugado C, iniciou-se a decomposigdo total do borohidreto de
sodio pela adicdo de quantidades suficientes de acido succinico para liberagdo total de
hidrogénio. Apds esse procedimento, o pH da solugdo foi ajustado para 7,0 com pequenas
quantidades de bicarbonato de sédio.

amostra c: PLP reduzido com borohidreto de sodio.
Tomou-se 10 ul de solugdo B, adicionou-se 890 ul de solucdo fisiologica e 100 ul de
solucdo C. Logo apés a adicdo da solugdo C, acrescentou-se guantidades suficientes de 4cido
succinico para liberacdo total de hidrogénio. Em seguida, a solugdo foi neutralizada
juntando-se bicarbonato de sédio.

amostra d: cinina + PLP) reduzidos pelo borohidreto de sodio.
Tomou-se 500 ul de solugdo A, adicionou-se 390 ui de solucao fisiologica e 10 ul de
solugdo B. Esperou-se cinco minutos ¢ adicionou-se 100 ul de solugdo C e 4cido succinico em
quantidade suficiente para liberacao total de hidrogénio. Ajustou-se o pH da solugdo para 7,0
com bicarbonato de sédio.

amostra e: cinina + PLP reduzido pelo borohidreto de sédio.
Tomou-se 10 ul de solugio B, adicionou-se 390 ul de solugdo fisiologica e 100 ul de
solugdo C. Em seguida, juntou-se 4cido succinico em quantidade suficiente para liberagdo
total de hidrogénio. Ajustou-se o pH da solugao para 7,0 com bicarbonato de sodio e
adicionou-se 500 ul de solucdo A.

2.8.2.1.2 — Determinag3o de Atividade

Dez minutos apds a administragdo do azu! de Evans radioativo, injetou-se, subcutaneamente, na
pele abdominal de rato, 0,1 ml de solugdo fisioldgica de 0,1 ml das amostras a, b, ¢, d e 8. Para o teste
da Met-Kd as solugdes a, b, ¢, d e e foram diluidas ao meio, das quais foram injetadas, iguaimente,
0,1 ml. Quinze minutos apds a Gltima administragdo subcutinea, féz-se a sangria total dos animais por
decaptacdo e retirou-se a pele abdominal. Apébs a inversio da pele, com auxflio de perfuradores
circulares, cortou-se os locais de administragdo subcutdnea para determinacdo da radioatividade.
Cortou-se também uma regido da pele para determinagdo da radioatividade bdsica. Os (ndices de
aumento da permeabilidade capilar foram determinados utilizando-se a formula no item 2.3.4.

2.8.2.2 — Curva de Atividade dos Fosfopiridoxil Derivados das Cininas

Os diversos fosfopiridoxil derivados das cininas utilizados na determinagdo da curva de
atividade, foram preparados partindo-se de uma solucdo contendo 2 mg de cinina por mi de &cido
oxslico 10°M39 Tomou-se 100 ul dessa solugdo, adicionou-se 1 ml de solugdo fisiolbgica e 100 ul de
solugo de PLP a 20 mg/ml de solucdo fisiolbgica. Esta mistura foi deixada em repouso por 50 minutos a
0°C, pH 7,0. Apés esse perfodo, adicionou-se 0,5 mi de solug3o de NaBH, a 20 mg/ml de NaOH 10™>M
e quantidade suficiente de &cido succinico para liberagdo total de hidrogénio. O volume da soluglo foi
completado para 2 ml com solugdo fisiolbgica e o pH ajustado para 7,0 com bicarbonato de s6dio.

Partindo da solucdo acima, preparou-se misturas contendo 600, 400, 200, 100 e 50 ul por ml de
soro fisiol6gico para os derivados da Bk e Kd e, misturas contendo 300, 200, 100, 50 e 25 ul por mi de
solugdo fisioldgics para fosfopiridoxil derivado da Met-Kd. A concentraclo destas solugBes
correspondem, respectivamente, a 80, 40, 20, 10 ¢ 5ug ou 30, 20, 10, 5 ¢ 2,6 ug de cinina inicial por
ml de soluclio fisioldgica.

Injetou-ss, subcutaneamente, 0,1 m| dessas solucBes na pele sbdominal de ratos, que receberam
previamente uma dose e.v. de azul de Evans radioativo.
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Além das doses de fosfopiridoxil derivados, injetou-se subcutaneamente 0,1 ml de solugio
fisioldgica. Quinze minutos apds a Gltima administragcdo subcutdnea, féz-se a sangria total dos animais
por decaptacdo e retirou-se a pele abdominal. Apbs a inversdao da pele, foram cortados os locais de
administracdo e mais uma regidao controle da pele e determinou-se a radioatividade dessas amostras no
contador gama de “'pogo”’.

O (ndice de aumento da permeabilidade capilar de cada amostra de pele foi determinado
utilizando-se a formula indicada no item 2.3.4.

2.9 — Teste com Anti-Histaminico

Este teste consistiu em verificar se no processo de aumento da permeabilidade capilar provocado
pelos fosfopiridoxil derivados das cininas ocorria a liberacdo de histamina. Utilizou-se assim, a
mepiramina como anti-histamfnico e a histamina como seu controle.

As solugdes de fosfopiridoxil derivados empregadas foram preparadas conforme o item 2.8.2.2.
Tomou-se 0,6 ml ou 0,3 m} dessas soluches e diluiu-se a 1 ml com solucdo fisiolégica, preparando-se
assim solugbes contendo 60ug de Bk ou Kd e 30 ug de Met-Kd por ml de solugdo fisiologica. A
concentracdo da solucdo de histamina utilizada foi de 40 ug/ml de solugdo fisiologica e a da mepiramina
de 5 mg/ml de solugdo fisiotégica''!.

Empregando-se a8 mesma dose de corante marcado referido no item 2.3.1., procedeu-se da
seguinte maneira: 10 minutos apés a administracdo e.v. do azul de Evans radioativo, injetou-se i.d., em
diferentes locais do lado direito da pele abdominal de rato, 0,1 ml de solugdo fisiologica, 0,1 ml de
solucdo de histamina e duas doses de 0,1 ml de solugdo de fosfopiridoxil derivado. Esperou-se
15 minutos para ocorrer a agdo das drogas vasoativas e, por via endovenosa, injetou-se mepiramina na
dose de 0,5 mg por 100 g de peso snimalm. Cinco minutos apés essa administragdo (e.v.), repetiu-se as
administracGes subcutdneas, no lado esquerdo da parede abdominal. Decorridos 15 minutos da Gltima
administracdo subcutadnea, sacrificou-se o animal, fazendo-se sangria total por decaptacdo. Retirou-se 8
pele abdominal e apOs a inversdo cortou-se os locais de administracdo subcutinea e mais uma regido da
pele para controle.

Determinou-se a radioatividade das amostras de pele no contador gama de “poco’’ e calculou-se
o Indice de aumento da permeabilidade capilar utilizando-se a férmula citada no item 2.3.4.

2.10 — Métedos Estatisticos

Para verificar os niveis de significdncia entre as médias obtidas utilizou-se o testet de
Student(21),

As respostas do aumento da permeabilidade vascular 3s virias doses utilizadas dos peptideos
vasoativos foram representadas num sistema de coordenadas aritméticas tomando-se os respectivos
inversos tal como no gréfico de Lineweaver-Burk para reacdes enzimiticas. Assim, obtivemos pelo
método dos mfinimos quadrados uma linha de rearessdo que nos facultou calcular as potdncias das
diferentes cininas e seus respectivos derivados.

2.11 — Substincias Quimicas e SolugSes
As seguintes substincias quimicas ¢ solugOes foram empregadas no presents trabalho:

— {0do-126 (Hoechst)
na forma de iodeto de sddio, isentc de carregador e redutor,
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— {odo- 131 {obtido na C.P.M.R. do Instituto de Energia Atdmica, S8o Paulo) na forma de
iodeto de sbdio, isento de carregador e redutor.

— Azul de Evans (Merck).

— Calidina triacetato” (sintetizada na Escola Paulista de Medicina).

~ Bradicinina triacetato” (sintetizada na Escola Paulista de Medicina).

~ Metionilcalidina triacetato® (sintetizada na Escola Paulista de Medicina).

- Acetilbradicinina (sintetizada por Stewart).

— Histamina dicloridrato (Sigma Chemical Company).

— Piridoxal 5'-fosfato (Sigma Chemical Company).

— Piridoxal HC! {Sigma Chemical Company).

— Borohidreto de Sédio (Sigma Chemical Company).

— Maleato de Mepiramina (Merck).

— Resina de troca idnica PA 35 (Custom Spherical Resin, type PA 35, Beckman).
— Resina de troca idnica AA 15 {Custom Research Re:in, type PA 35, Beckman).
— Solucdo de amino iodetado, preparado segundo a Farmacopéia Brasileira ||, pégina 1102.

— Solug3o de azul de Evans '2%( ou '3'1 com stividade de 10 uCi/ml e atividade espec/fica
de 3,33 uCi/mg.

— Os demais reagentes empregados foram da melhor procedéncia comercial.

3 - RESULTADOS
3.1 ~ Padronizacio do Método de Medida do Aumento ds Pei mesbilidade Capiler

Os dados obtidos dursnts a padronizaclo da metodologia da medida da permesbilidade caplisr
foram separados em distribuicSo da radiostividade, identidade de resposta ¢ enssio quantitstivo com
histamina.

3.1.1 - DistribuigBo da Radiostividede na Pele

A Tabels it mostra os resultados das contsgens de radiostividede nes smostres de pele de
diferentes regiles de parede sbdominsl. Nota-se pelos dedos que hé homogeneidade na distribuigBo do
tracador na pels de animais apOs sus sangria totsl.

{*) Gentiimente dosdo poioo Profeseores J. L. Prado @ A. C. M. Psiva, de Escols Peulists de Medicins.
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Tabela Ii

Distribuicdo de Radioatividade na Pele*

Ratos c.p.m x 10
Amostras 1 2 3 4
1 12.610 8.706 14.810 10.420
2 13.661 8.878 16.199 10.880
3 11.373 9.796 13.940 10.491
4 13.461 8.303 13.269 9.305
5 11.965 8.393 16.244 10.220
6 8.545 14.443 10.225
M** 12.614 8.770 14,817 10.259
ts ™" 971 554 1.204 525

. A tabela mostra a distribuigdo da radioatividade em seis regiGes da pele abdominal de ratos,
10 minutos apés a administragio endovenosa de 1 uCi de azul de Evans '3'1 por 100 g de
peso animal,

*e  Média.

¢#* Desvio padrao.

3.1.2 — Identidade de Resposta

A identidade de resposta a uma mesma dose foi verificada injetando-se cinco doses de 2,5 ug de
solucdo de histamina em diferentes pontos da regido abdominal. A Tabela II' mostra os resultados
obtidos nessa experiéncia. Nota-se na Tabela que as médias dos Indices de sumento da permeabilidade
capilar dos quatro animais testados foram de 4,2104;44103;,52+0,7; 642104,

Tabela M|
Identidade de Resposta®

Ratos Valores de R
Amostras 1 2 3 4
1 44 4,6 5,6 36
2 41 40 58 45
3 36 44 5,2 39
4 46 4,7 4,0 45
] 45 4,1 56 4,3
[V 4,2 44 5,2 4,2
s 04 03 0,7 04

* A tabels mostra os Indices de aumento de permeabilidade capilar (R), 10 minutos apdés a admi-
nistracdo subcutdnea de 2,6 ug de histamina em diferentes pontos da pele abdominal de ratos,
usando azul de Evens '*'1 como tracador.
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3.1.3 — Ensaio Quantitativo com Histamina

Os (ndices de aumento da permeabilidade capilar obtidos ap6s a administragdo de diferentes
doses de histamina encontram-se pa Tabela 1V e Figura 1.

Na tabela nota-se que 0,1 ug de histamina produz um f(ndice de aumento de permeabilidade
capilar (R) de 1,56+ 0,5;0,2ug de 1,6 +0,3;0,3ugde 2,0+0,8,0,4ug de 1,9+ 0,4; 0,5 ug de 20 ¢+ 0,8;
10ug de 26 +0,6; 25ug9de 49+0,4;50ug de 6,7+ 09; e 10,0 ug de 5,4 *+ 1,6. Verifica-se, portanto,
que enire a dose de 0,1 a 0,5 ug ndo hd aumento de (ndice (R) correspondente ao aumento da droga
vasoativa (Figura 1). O aumento de indice (R) correspondente é verificado somente na faixa de dose de
0,5 a 5,0 ug da droga.

3.2 — Anilise Espectrofotométrica

Os resultados das leituras de densidade 6Otica, na regido de comprimento de onda entre 250 a
500 nm, do PLP e dos complexos resultantes da interagcdo PLP e cininas, estdo expostos nas Figuras 2, 3
ed.

Verifica-se nas Figuras2A e 4A, que a curva de absorbincia das misturas PLP + Bk e
PLP + Met-Kd acha-se ligeiramente deslocada para a regido de maior comprimento de onda em relagdo 3
curva de absorbancia do PLP. Quando se trata do complexo PLP-Kd, Figura 3A, observa-se que a
absorg3o méaxima é nitidamente menor quando comparada ao madximo de absorgdo do PLP,

Nas curvas de absorbanuia obtidas para as misturas PLP + cininas, os miximos de absorgdo
ocorrem na regido pr6xima a 400 nm, que conforme os dados encontrados na Iiteratura“z'”’,
correspondem ao espectro caracter(stico da base de Schiff.

As curvas de absorcdo obtidas apbs a estabilizagdo dos complexos, estdio expostas nas
Figuras 2B, 3B e 4B. Nessas Figuras, observa-se que os maximos de absor¢do desiocam-se para a regido
de menor comprimento de onda (290 nm). Nota-se também que a absor¢do méixima dos complexos
reduzidos & nitidamente menor quando comparada a do PLP reduzido e, de acordo com os dados da
literatura‘”’zs’, corresponde ao espectro de absorcdo de produtos estdveis resultantes da reducdo da
base de Schiff.

As curvas de absorbdncia da mistura (glicociamina + PLP) antes e ap6s a reducio com
borohidreto de sddio mostraram serem id@nticas &s curvas obtidas para PLP (Figura 5), indicando que o
grupo guanidinico ndo reage com o grupo carbonf(lico do PLP.

3.3 — Anédlise dos Grupos Guanidinicos com o Reagente de Sakaguchi

Os resultados das andlises de grupos guanidinicos com o reagente de Sakaguchi encontram-se na
TabelaV, A tabela mostra a8 absorbancia em 520 nm (média de tr8s ensaios) obtida para arginina,
arginina apbs a reducdo com borohidreto de sédio, (arginina + PLP) seguido de redu¢cdo com borohidreto
de sodio, glicociamina, (glicociamina + PLP) seguido de redugdo com borohidreto de sbdio, e PLP
reduzido com borohidreto de sédio. Nota-se na tabeia que o tratamento da arginina com
borohidreto de s6dio ndo altera a reatividade do grupo guanidinico (D.0.=0,75). As densidades
Oticas encontradas para glicociamina e (glicociamina + PLP) sfo iguais (D.0.=0,40), o mesmo ndo
ocorrendo quando 38 compara as coloragBes para arginina e (arginina + PLP) onde se observe que a
absorgdo da PP-Arg é bem menor (D.O. = 0,56). '



Tabela IV

Atividede da Histamina na Permeabilidade Capilar®

Dose Valores de R
Rato n° 0,1 ug 0.2 ug 0,319 0,4 ug 0.5 ug 1,0 ug 2,5 ug 5,0 ug 10,0 ug
1 - 1.9 - 1,9 23 - - - -
2 - 14 - 2,2 15 - - - -
3 2,2 19 3,0 2,6 30 - - - -
4 1.5 18 2.1 15 1.3 - - - -
5 1,2 1.5 - 15 - - - - -
6 - 1.0 1,2 16 - - - - -
7 1,2 1.8 1.5 - - - - - -
8 - - - - - 2,1 46 6.1 -
9 - - - - - - 49 6,3 58
10 - - - - - 2,2 44 65 36
1} - - - - - 2,5 49 6.1 48
12 - - - - - 35 5,5 83 7.3
™M 1.5 1.6 20 19 20 26 49 6.7 5.4
+s 0.5 03 08 0.4 0,8 0,6 0,4 0.9 16

* A tabela mostra os indices de aumento da permeabilidade capilar (R) em pele de ratos, 10 minutos apés a administragdo subcutanea de

diferentes duses de histamina usando como tragador azul de Evans

131|

L
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Figurs 1 ~ CURVA LOG DOSE-RESPOSTA DA HISTAMINA, Indices de sumento ds permesbilids-
de capilsr (R) obtidos pels sdministracrfio subcutines em pele de ratos, de diferentes do-
ses de histamine, usando como tracador azul de Evans '3'I,
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Figurs2 - CURVA DE ABSORBANCIA DE PLP-Bk. Espectros de sbsorcio das solugdes de PLP e PLP
+ Bk antes (A) e apds (B) & reducBo com bo:ohidreto de sédio. pH = 7,0, concentracSes:
PLP = 1,5x10°*M ¢ Bk = 8,0x 107*M,
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Figurs 3 — CURVA DE ABSORBANCIA DE PLP-Kd. Espectros de sbsorclo das solucBes de PLP ¢
PLP + Kd antes (A) ¢ apls (B) ¢ reducBo com borohidreto de sédio. pH 7,0, concentragles:
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CURVA DE ABSORBANCIA DE PLP-Met-Kd. Espectros de absorclo das solucSes de PLP
PLP + Met-Kd antes (A) e ap6s (B) s reducdo com borohidreto de sodio. pH = 7,0, con-
centragBes: PLP = 15x 107*M e Met-Kd = 6,0x 107*M,
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CURVA DE ABSORBANCIA DE PLP + GLICOCIAMINA. Espectros de absorgdo das so-
lucdes de PLP ¢ PLP + glicociamina antes (A) e apés (B) a reduclo com borohidreto de 36-
dio. pH = 7,0, concentracBes: PLP = 1,6 x 10" *M e glicocismina = 3,0x 107>M.
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Tabela V

Anédlise de Grupos Guanidinicos com Reagente de Sakaguchi®

—

D.O.
Amostras

(520 nm)
Arg 0,75
Arg + Bh 0,75
Arg + PLP 0.56
Glicocismina 0,40
Glicociamina + PLP 0,40

* Absorbincia a 520 nm de solugio a 1,2 x 10°% M de arginina ou
glicociamina e reagente de Sakaguchi.

A figura das curvas de absorcdo Gtica das solucBes co'oridas desenvolvidas pelo reagente de
Sakaguchi com arginina e PP-arginina mostra que no (ltimo caso hd decréscimo da intensidade de
absorgdo da luz em relagdo a solucdo de arginina (Figura 8). A solucdo de glicociamina apresenta curva
de absorc3o com abaixamento mais acentuado. N» mesma figura, observamos ainda identidade de curva
de absorg3o para os casos de glicociamina e (glicociamina + PLP) seguida de redugdo, mostrando que o
PLP ndo reagiu com o grupo quanidinico.

’
-0~ Arg
40} —r—Argepp
g —s—= gc
s 3 PN o 6C & PP
: | -~
—
b e NS
< e '
y
////" \
r -t ’”,‘.)// \\.,
"’iﬁd‘f’ N . ——ea .. SN
J8o 400 500 600

COMIRIMENTO DE ONDA (nm)

Figuraé — CURVA DE ABSORBANCIA DE ARGININA E GLICOCIAMINA COM REAGENTE DE
SAKAGUCHI, Espectro de absor¢do das solugSes coloridas desenvolvidas pelo reagente de
Sakaguchi com arginina, PP-arginina, glicociamina e glicociamina + PLP,
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3.4 — Andlise Eletroforética
A revelagdo das fitas de eletroforese mostra os seguintes resultados:

a) a reacdo caracter(stica do grupo a-amino com ninidrina foi negativa para todos os PP
derivados das cininas e positiva para todas as cininas;

b

—_—

a reacdo de Sakaguchi, para os grupos guanidinicos, foi positiva para todas as fitas de
eletroforese; e

c) em todas as fitas de eletroforese a migracdo se fez para o polo negativo, havendo uma
diferenca de distancia percorrida entre as cininas e seus respectivos PP derivados, como
mostra a Tabela VI, Verifica-se, também na tabela, que a velocidade de migracdao dos PP
derivados para o polo negativo foi menor, Assim, foram obtidos percursos de 4,0 cm a
partir da origem para as cininas (Bk, Kd e Met-Kd) e de 25cm, 2,2cm e 3,0 cm para
PPBk, PPKd e PP Met-Kd, respectivamente.

3.5 — Determinagdo Quantitativa de Aminodcidos N-Terminal

Os resultados obtidos na determinagao quantitativa dos aminodacidos N-terminais das cininas e
seus fosfopiridoxil derivados estdo expostos na Tabela VIi,

Nota-se na tabela que partindo de uma solugdo de bredicinina contendo cerca de 0,336 umoles
de residuos de arginina foram encontrados, apds a reagao com PLP, cerca de 0,170 Lmoles do referido
aminodcido. Porcentualmente, essa quantidade corresponde a 50,6% do conteiudo total de arginina da
molécula de Licdicinina. Calculando-se a porcentagem de bloqueio do grupo a-amino da molécula tem-sg
como resultado cerca de 98,8%.

Quanto a andlise de Arg do piridoxil-bradicinina, nota-se que: a) da rea¢do do piridoxal com
bradicinina por 50 minutos, obtém-se cerca de 0,222 .moles de arginina a partir de uma solugdo de Bk
contendo 0,285 pmoles; essa quantidade corresponde a 78% do conteido total de arginina da solugio de
Bk empregada, ou seja, 44% de resfduos N-terminal das moléculas de Bk acham-se bloqueados pelo
radical piridoxil; e b) piridoxil-bradicinina obtido através da reacdo de PL e Bk por duas horas apresenta
74% dos resfduos de Arg N-terminal bloqueados pelo radical piridoxil, pois a partir de uma solugdo
contendo cerca de 0,307 umoles de arginina foram encontrados cerca de 0,193 umoles, ou seja, 63% de
arginina total.

Na tabela, nota-se ainda que, de uma solucdo de calidina contendo cerca de 0,145 umoles de
lisina, obtém-se cerca de 0,007 umoles do referido aminoicido, ap6s a reacdo com PLP.
Porcentualmente, essa quantidade corresponde a 4,8% do total de lisina existente na molécula, indicando
que cerca de 95,2% foi aiterada pela acdo do PLP.

Verifica-se ainda na tabela que, partindo de uma soluclo de metionilcalidina contendo cerca de
0,090 umoles de residuos de metionina s80 encontrados somente cerca de 0,001 umoles do referido
sminoécido, apbs a reacdo com PLP, Isto corresponde & carca de 1,1% do conteGdo total de metionine
da solucdo enalisada. Conclui-se, portanto, que cerca de 98,9% de a-amino grupos das moléculas de
metionilcalidina esto bloqueados pelo PLP.

3.6 — Curva de Atividade des Cininas

Os dados obtidos pela administraclo das cinines am pele de ratos ancontram-se nas Tabalas VII,
IX e X, o nas Figuras7 e 12,
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Tabels VI

Eletroforese das Cininas e Fosfopiridoxil Derivados®

Distancia Distancia

Amostra Percorrida Amostra Percorrida
{cm) {cm)
Bk 4.0 PP Bk 25
Kd 40 PPKd 2,2
Met Kd 40 PP Met Kd 3,0

* Eletroforese em papel Whatman n® 1 (2,5 x 3,0 cm), voltagem 400 V, amperagem 3 mA, tempo
de corrida de 3 horas, tampdo fosfato pH 7,3, 0,01 M,

Tabela VIl

Andlise de Amino&cidos N-Terminais*

Arg Arg Bloqueio
COMPOSTO
{¢ mol) (%) (%)
Bk {padrdo) 0,336 100 -
PP Bk 0,170 50,6 988
Bk (padrdo) 0,285 100 -
P Bk (50 min) 0,222 78 44
Bk (padrdo) 0,307 100 -
P Bk (2 h) 0,193 63 74
a.a. a.a. 8loqueio
COMPOSTO N-terminal N-termins! (%)
{u mol) (%)
Kd (padrio) 0,145 100 -
PP Kd 0,007 48 95,2
Met Kd (padrio) 0,090 100 -
PP Met Kd 0,001 11 98,9

¢ A tabels mostra os resuitados da anélise de aminoadcidos N-terminais ds bradicinina, calidina, me-
tioniicalidine, piridoxil-bradicinins e de seus fosfopiridoxil derivados ap6s a hidrolise.
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Tabela VIlI

Atividade da Bradicinina na Permeabilidade Capilar®

Doses Valores de R
Rato n® 0,5 ug 1,0 ug 2,0 ug 4,0 ug 6,0 ug

1 - 9,0 94 26,1 -
2 - 5,3 9,1 15,0 -
3 - 72 104 27,0 -
4 44 75 136 ~ -
5 40 79 99 - -
6 34 A5 73 - -
7 36 6.1 77 - -
8 18 32 56 - -
9 6.1 6,4 9,7 - -

10 33 - - 16,3 27,2

- - - - 272

1" 3.1 - - 17,1 22,9

- - - - 209

12 38 - - 18,2 211

13 38 - - 198 233

14 37 - - 145 15,6

16 37 - - 11,7 18,7
- - - 13,6 -

M 37 63 9,2 178 223

ts 10 18 2,2 51 40

® A tabels mostrs os Indices de sumento ds permesabiiidade cepiler (R) obtidos pels administra-
¢Bo subcutdnes de diferentes doses de bradicinina na pele abdomins! de rstos, usando como tra-
cedor azul de Evens 2%?).




Tabela X

Atividade da Calidina na Permeabilidade Capilar®

Doses Valores de R
Rato n° 0,5 ug 1,0 ug 2,0 ug 4,0 ug 6.0 ug
1 5.0 7,0 16,7 18,3 20,0
2 36 53 13,4 20,1 -
3 4,7 54 53 118 18,1
4 28 4,5 6,5 14,7 184
5 3,3 4,6 10,1 139 18,4
6 1,7 49 6,1 16,8 17,6
7 2,6 44 68 10,7 16,5
8 3,5 6,7 13,0 19,7 21,7
9 4,1 6,2 9,2 - 29,0
10 - - 74 17,1 17,7
11 24 5,0 - 9.8 26,4
] 34 54 94 153 20,4
t; 1,0 1,0 38 3,7 4,2

* A tabela mostra os (ndices de aumento da permeabilidade capilar (valores de R) obtidos pela ad-
ministracdo subcutanea de diferentes doses de calidina na pele abdominal de ratos, usando como
tragador azul de Evans ‘251,

Tabela X

Atividade da Metionilcalidina na Permeabilidade Capilar®

Doses Valores de R
Rato n° 0,25 ug 0,5 ug 1.0ug 2,0 ug 30ug
1 6.0 70 15,7 274 -
2 45 73 9,1 23,4 238
3 58 9,8 16,8 358 333
4 - 4,7 88 16,0 18,7
-] -~ 39 84 17,2 19,8
6 54 6.0 84 16,2 16,6
7 - 53 7,7 19,6 22,8
8 49 - 88 171 22,0
[ 5,3 63 10,4 218 224
s 06 20 35 70 5.4

* A tabela mostra os (ndices de sumento da permeabilidade capilar (valores de R) obtidos pels ad-
ministraclo subcutinea de diferentes doses de metioniicalidina ne pefe abdominal de ratos, usen-
do como trscedor azul de Evens '?!,
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Figura7 - CURVA LOG DOSE-RESPOSTA DE BRADICININA, ACETIL-BRADICININA € FOS-
FOPIRIDOXIL-BRADICININA. Indices de aumento da permesbilidade capilar (R) obti-
tos pela administracfo subcutinea em pele de ratos, de diferentes doses de Bk, Ac-8k ¢ PP-
Bk, usendo como tracador azul de Evans '2%f,
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Figura8 - REPRESENTACAO GRAFICA DE LINEWEAVER-BURK DE DOSE-RESPOSTA DA BRADICININA, ACETIL-BRADICININA E FOSFOPI-
RIDOXIL-BRADICININA. Indices Je aumento da permeabilidade capitar (R) obtidos pela administracio subcutanea em pele de ratos, de dife-
rentes doses de Bk, Ac-Bk e PP-Bk, usando como tragador azul de Evans '2°i,
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Figunn® - CURVA LOG DOSE-RESPOSTA DE CALIDINA E FOSFOPIRIDOXIL-CALIDINA, In-
dices de aumento da permesbilidade capitar (R) obtidos pela administraclio subcutines de
diferentes doses de Kd e PP-Kd, em pele de ratos, ussndo como tragador szul de Evans '2%,
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Figura 10 — REPRESENTACAO GRAFICA DE LINEWEAVER-BURK DE DOSE RESPOSTA DE CALIDINA E FOSFOPIRIDOXIL-CALIDINA. Indi-
ces de aumento da permeabilidade capilar (R) obtidos pela administragdo subcutanea em pele de ratos, de diferentes doses de Kd e
PP-Kd, ussndo azul de Evans '*°| como tragador.
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Figura 11 - CURVA LOG DOSE-RESPOSTA DE METIONILCALIDINA E FOSFOPIRIDOXIL-ME-
TIONILCALIDINA. Indices de sumento da permesbilidade capilar (R) obtidos pels ad-
ministraco subcutdnea de diferentes doses de Met-Kd e PP-Met-Kd, em pele de ratos,
usando azul de Evans '*'t como tracador.
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Figurs 12 — REPRESENTACAO GRAFICA DE LINEWEAVER-BURK DE DOSE-RESPOSTA DA METIONILCALIDINA E FOSFOPIRIDOXIL-METIO-
NIL-CALIDINA. Indices de aumento da permeabilidade capilar (R} obtidos pela administracdo subcutinea em pele de ratos, de diferentes do-
ses de Met-Kd e PP-Met-Kd, usando azul de Evans !3!l como tragador.



Os resultados obhidos pela agdo da bradicinina na permasbilidade capitar encontram-se na
Tabela VI1l, onde as respostas (R) sdo os [ndices de aumento da permeabilidade capilar obtidos pela
administracio de diferentes doses de bradicinina; Figura 7, a curva log dose-resposta; e Figura 8, a curva
da reclproca dos dados da referida tabela. A tabela nos mostra que, pela administracdo de 0,5 ug, 1,0 ug,
20ug, 40ug e 60ug de bradicinina, obtém-se, respectivamente, respostas médias de 3,7 +10;
63+18; 92+22; 17,9+51; e 22,1 +40. Cailculando-se a linha de regressdo correspondente &
reciproca desses dados obteve-se:

coeficiente angular = 0,122 + 0,006

interseccdo = 0,033 com erro padr3o de estimativa de 0,01
coeficiente de correlagao = 0,995 * 0,004

P < 0,001

A Tabela 1X mostra os resultados obticos pela administracdo de diferentes doses de calidina na
pele abdominal de ratos. A administragdo de 0,5 ug, 1,0 ug, 2,0 ug e 6,0 ug, resuita nos seguintes valores
de R: 34210, 54+10; 94238; 153+ 37; e 20,4+ 4,2. Como no caso anterior, calculando-se a
linha de regressdo correspondente aos inversos destes dados, obteve-se:

coeficiente anagular = 0,162 * 0,002

intersecgdo = 0,024 com erro padr3do de estimativa de 0,002
coeficiente de correlagao = 0,999 *+ 0,0004

P < 0,001

Nas Figuras 9 e 10 observam-se as representacOes grificas dos dados da Tabela IX,
respectivamente em curva log dose-resposta e curva da reciproca dos dados.

Encontram-se na Tabela X os dados obtidos pela administracdo subcutinea de diferentes doses
de metionilcalidina em pele de ratos, e nas Figuras 11 e 12, a representacdo grifica desses dados em
curva log dose-resposta e reciproca dos dados. Mostra a tabela, que as médias dos valores dos fndices de
aumento da permeabilidade capilar foram: 531 0,6; 6,31+20; 1041 35; 216170, e 2241 5,4;
respectivamente para as doses de 0,25ug, 05ug, 1,.0ug, 20ug e 3,0ug de metioniicalidina
Calculando-se a linha de regressdo correspondente aos inversos destes dados, obteve-se:

coeficiente angular = 0,071 £ 0,005

intersecg3o = 0,018 com erro padrio de estimativa de 0,007
coeficiente de correlacdo = 0,993 £ 0,007

P < 0,01

37 - Atividade dos Fosfopiridoxil Derivados das Cininas
7.1 —~ Resultados Preliminares

Os dados obtidos nos ensaios preliminares & determinacSo da curva de stividede dos
fosfopiridoxil derivedos das cininas encontram-se nas Tabelss XI, Xil e XIHl.

Ns Tabels X! estio os resultados dos enssios realizados com bradicinine (dose = 2,5 ug). Nests
tabels, cujos dados estfo expressos em Indices de sumento da permesbilidade capilar, 8 médiss obtidss
foram: 106+1,7; 108217, 1,1£0,1; 331204; ¢ 1061 1,7; respectivaments para bradicinine,
bradicinine reduzids com borohidreto de sbdio, PLP reduzido, (bradicinina + PLP) reduzidos com
borohidreto de sédio, e bradicinins + PLP reduzido. Notass, portanto, que os vslores médios obtidos
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Tabela X1

Ensaios Preliminares da Fosfopiridoxil-Bradicinina®

—
Doses Valores de R
Rato n° Bk Bk + Bh PLP red (Bk + PLP) Bk + PLP red
red

1 w2 1,2 1,0 30 10,5
2 8.5 8,3 1,0 29 8,2
3 11,7 12,0 1.1 38 11,8
4 12,2 15 11 35 12,0
M 10,6 10,8 11 33 10,6
ts 1,7 1,7 0,1 04 1,7
P 09>P<0,8 < 0,001 < 0,001 >0,9

* A tabela mostra os fndices de aumento da permeabilidade capilar (R} obtidos pela administra-
¢do subcutinea em pele de ratos de Bk, Bk reduzida com borohidreto de s6dio, (Bk + PLP) re-
duzidos com borohidreto de sodio, Bk + PLP reduzido com borohidreto de sédio e PLP reduzi-
do com borohidreto de sédio, usando azul de Evans '?*{ como tragador. Dose de Bk = 2,5 ug.

Tabela XII

Ensaios Preliminares da Fosfopiridoxil-Calidina*

Doses Valores de R
Rato n° Kd Kd + Bh PLP red (Kd + PLP) Kd + PLP red
red
1 95 9,8 10 a9 9,6
2 12,0 11,6 1,1 5,8 12,2
3 13,0 12,8 1,0 6.0 12,6
4 11,2 1,7 1,1 5,6 11,5
M 11,4 11,6 10 5,6 11,4
ts 15 1,2 0,1 0,6 1,2

P >09 < 0,001 <0,001 >09

* A tabela mostra os (ndices de sumento da permeabilidade capiler (R} obtidos pela administra-
¢Bo subcutines, em pele de ratos, de Kd, Kd reduzido com borohidreto de sddio, (Kd + PLP) re-
duzidos com borohidreto de sédio, Kd + PLP reduzido com borohidreto de s6dio e PLP reduzi-
do com borohkireto de sdio, usando azu! de Evans '2%1 como tragador. Dose de Kd = 2,5 ug.



Tabela Xill

Ensaios Preliminares da Fosfopiridoxil-Metionilcalidina®

— B}
Doses Valores de R
Met Kd Met Kd PLP red {Met Kd Met Kd +
Rato n? +Bh + PLP)red PLP red

1 145 14,0 11 5,6 13,9
2 15,0 15,7 1,0 45 15,4
3 10,5 1,0 1.0 4,0 10,7
4 131 12,0 i1 3,9 12,5
M 133 13,2 10 45 131
ts 2,0 21 01 0.8 2,0

P >0,9 <0,001 <0,001 09>P<08

* A tabela mostra os ndices de aumento da permeabilidade capilar {R) obtidos pela administra-
¢do subcutanea em pele de ratos, de Met-Kd, Met-Kd reduzida com borohidreto de sodio, {Met
Kd + PLP) reduzidos pelo borohidreto de sédio, Met Kd + PLP reduzido com borohdreto de so-
dio e PLP reduzido com borohidreto de sddio, usando azul de Evans !?*1 como tragador. Dose
de Met Kd = 1,25 ug.

para bradicinina ap6s o tratamento com borohidreto de sddio e para bradicinina + PLP reduzido ndo
diferem do valor médio obtido para bradicinina. Pelo testet de Student comprovou-se que ndo hé
significdncia entre essas médias (0,9 > P> 0,8 e P> 0,9 respectivamente). Quanto 3 diferenca de média
existente entre a bradicinina e bradicinina apds a reagdo com PLP, o testet mostrou ser altamente
significante ao nfvel de P < 0,001,

A Tabela X!l mostra os dados obtidos nos ensaios preliminares realizados com a calidina
(dose = 2,5 ug), Quanto aos dados desta tabela, verifica-se que os valores médios encontrados foram:
11,4£15,11,561£1,2; e 11,41 1,2; respectivamente para Kd, Kd apds tratamento com borohidreto de
sodio e Kd + PLP reduzido com borohidreto de sédio. Aplicando-se o teste t, verifica-se nfo haver
significAncia entre essas médias (P > 0,9). As médias dos fndices de aumento da permeabilidade capilar
encontradas para PLP reduzido e (Kd + PLP) reduzidos pelo borohidreto de sddio foram de 1,01 0,1 ¢
5,6 £ 0,5, respectivamente. As diferencas de médias existentes entre a Kd e as duas acima mostraram ser
altamente significantes ao nfvel de P < 0,001,

Os dados obtidos nos ensaios preliminares realizados com metionilcalidina (dose = 1,25 ug) estio
expostos na Tabela XIli. Como nos casos anteriores, nota-se que as médias dos (ndices de aumento da
permeabilidade capilar encontradas para Met-Kd, Met-Kd apbs redugfo com borohidreto de sbdio e
Met-Kd + PLP reduzido foram semelhantes (13,3t 2,0; 13,21 2,1; e 13,11 2,0; respectivamente). As
pequenas variacOes existentes entre as médiss mostraram nio ser significativas pels splicacio do teste t
(P>09 e 09>P>0,8). A tabels mostra sinds, os fndices de sumento ds permesbilidade capilar
obtidos para PLP reduzido e (Met-Kd + PLP) reduzidos pelo borohidreto de s6dio. O teste t revelou que
8 diferencas existentes entre a médis obtids para metionilcalidina (13,3 t 2,0) ¢ as médias obtidas para
PLP reduzido (1,0+0,1) e (Met-Kd +PLP) reduzidos palo borohidreto de sbdio foram altaments
significantes ao nivel de P <0,001.
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3.7.2 — Curva de Atividale dos Fosfopiridoxil Derivados das Cininas

Os dados obtidos pela administracdo de diferentes doses de fosfopiridoxil derivados das cininas
na pele abdominal de ratos estdo expostos nas Tabelas X1V, XV e XVi, e nas Figuras 7 a 12.

A Tabela XIV mostra as respostas, em fndices de aumento da permeabilidade capilar, obtidas
pela administragdo subcutidnea de diferentes doses de fosfopiridoxil bradicinina. Nota-se na tabela que as
méaias das respostas foram:2,2+06;3,0+£0,7;2,6+0,5; 4,2+ 1,3; e 4,5+ 1,3; respectivamente pa.. as
doses de 0.5ug, 1,0ug, 20ug, 4,0ug e 6,0 ug de fosfopiridoxil bradicinina. A representagdo grafica
destes dados em log dose-resposta acha-se na Figura7 e em recfproca dos dados na Figura8.
Efetuando-se o céicvlo da linha de regressdo correspondente 3 recfproca dos dados dessa tabela,
obteve-se:

coeficiente angular = 0,126 + 0,013

interseccdo = 0,205 com erro padrio de estimativa de 0,020
coeficiente de correlagdo = 0,999 + 0,016

P < 0,02

As respostas obtidas pela administragio de diferentes doses de fosfopiridoxil calidina estio
expostas na Tabela XV. Nota-se nessa tabela que as médias dos fndices de aumento da permeabilidade
capitar foram: 3,010,9; 341 1,1; 5,7+ 1,7; 62t 2,3; respectivamente para as doses de 0,5 ug, 1,0 ug,
2,0 ug, 4,0 ug, e 6,0 ug de tosfopiridoxil calidina. Esses dados acham-se representados graficamente em
curva log dose-resposta @ em curva aritmética dos inversos dos dados nas Figuras 9 e 10. Tomando-se &
reciproca dos dados dessa tabela, obteve-se:

coeficiente angular = 0,159 £ 0,017

interseccdo = 0,136 com erro padrdo de estimativa de 0,008
coeficiente de correlagdo = 0,999 £ 0,007

p < 0,01

Na Tabela XVI temos os resultados obtidos pela administrac8o subcutdnea de diferentes doses
de fosfopiridoxil metionilcalidina. As médias dos dados obtidos foram: 2,3:0,7; 3,41 0,8; 4561 09;
53£1,0; e 581 15; respectivamente para as doses de 0,25ug, 0,6ug, 1,0ug, 2,0ug do referido
fosfopiridoxil derivado. A sua representacdo grifica em curva log dose-resposta acha-se na Figura 11 ¢ em
curva ds reciproca dos dados na Figura 12. Tomando-se a rec/proca dos dados obtave-se;

coeficiente angular = 0,072 + 0,008

intersecgdo = 0,150 com erro padrdo de estimativa de 0,011
coeficiente de correlacio = 0,993 £ 0,010

P < 0,01

3.8 — Curva de Atividade da Acstil-Bradicinina

Os resultados obtidos pela administrac§o subcutdnea de difersntes doses de acetil-bradicinina em
pele de ratos, que receberam prevismente por vis endovenosa szul de Evans '), estBo expostos na
Tabela XVII e Figuras 7 e 8.

A tabela mostra em Indices de sumento da permeablilidade capiler, as respostas obtidas quando
s sdministra diferentes doses de acetil-bradicinina, Esses valores foram: 2,82 1,0; 4,71 15; 56 t 2,0;



Tabela XIV

Atividade de Fosfopiridoxil-Bradicinina na Permeabilidade Capilar®

Doses Valores de R
Rato n? 0,5 ug 1.0 ug 2,0 ug 4,0 ug 6,0 ug
1 3,2 3.6 26 48 4,2
2 1.7 1.9 28 34 4,4
3 29 33 26 42 6.8
4 1,5 - 1,8 2,3 24
5 2,1 - 26 - 40
6 1.9 3,0 3,2 40 49
7 2,3 2,6 - 45 49
8 - 39 - 6.4 -
M 2,2 30 26 4,2 45
ts 06 07 05 1,3 13

* A tabela mostra os Indices de aumento da permeabilidade capilar {R) obtidos pela administra-
¢do subcutinea de diferentes doses de fosfopiridoxil-bradicinina na pele de ratos, usando como
tracador azul de Evans '2%|,

Tabela XV
Atividade de Fosfopiridoxil-Calidina na Permeabilidade Capilar®

Doses Valores de R
Rato n° 0,5 ug 1,0 ug 2,0 g 4,0 ug 8,0 ug
1 34 33 46 6,0 5,5
2 24 2,7 4,4 39 50
3 39 ‘A7 6.9 86 10,2
4 36 48 54 590 69
5 4, 6,0 6.0 8,1 88
-] - 38 4,4 45 7.4
7 20 26 35 4,1 48
8 19 18 33 - 4,
9 - 286 40 - 31
M 30 34 48 5.7 62
FY) 09 11 1,0 1.7 23

* A tabels mostre os (ndices de aumento da permeabilidade capilsr (R) obtidos pels administre-
¢fo subcutines da diferentes doses ds fosfopiridoxil-calidine ns pele de ratos, ussndo como tre-
¢ador azul de Evens '?%1,




Tabela XVI

Atividade da Fosfopindoxil Metionilcalidina na Permeabilidade Capilar®

[ Doses Valores de R
Rato n? 0,25 ug 0.5 ug 1,0 ug 2,0 ug 30ug
1 21 39 55 74 -
2 - 4,3 5.1 58 6,1
3 28 - 39 49 7.2
4 28 3,0 - 48 6,5
5 2,0 36 5,7 - 8.4
6 21 29 43 44 6,5
7 24 48 57 45 45
8 33 33 38 - 6.4
9 14 23 41 - 35
10 1.3 21 - 49 38
" 33 34 33 6,1 -
12 14 - 36 49 53
M 2,3 34 45 53 58
+s 07 08 09 1,0 15

* A tabela mostra os fndices de aumentn da permeabilidade capilar (R) obtidos pela administra-
cao subcutanea de diferentes doses de ‘ofopiridoxil-metionilcalidina na pele abdominal de ra-
tos, usando como tracador de Evans ' '

Tabela XVIi

Atividade da Acetil-Bradicinina na Permeabididade Capilar®

Doses Valores de R

Rato n° 0,5 ug 1,0ug 2,0 ug 4,0 ug 6.0 ug
1 - - 7.8 8,6 9,7
2 - 44 78 68 8,2

- 5,0 8,6 6,8 10,5

3 4,2 48 54 7.2 -
4 29 4.1 48 - -
5 1,7 - 36 45 54
6 1.7 - 32 - 55
7 3.1 4,7 51 - 8,6
8 21 28 46 7,0 -
9 36 74 - 9,7 -
M 28 47 56 7,2 80
b4

s 10 15 20 18 2,1

* A tabela mostra os Indices de aumento da permeabilidade capifar (R) obtidos pela administrs-
cdo subcustinea de diferentes deow de Acend hiadicinina na pele ahdominal de ratos, usando azul

1
de Evans "% comn tracador
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724 1.6, ¢ RO 2,1: respectvamente pata as “loses de 05 ug, 1,049, 20puy 4,0pg e 6,0,ug de
acetil-bradicimina,

A Figura 7 mostra a curva log dose-resposta dos dadns da Tabhela XVII, e a 7.gura 8 mostra a
curva dose-resposta da reciproca desses dados. A linha de regressdo da rec/proca dos dados dessa tabela
tem:

coeficiente angular = 0,122 + 0,007

interseccdo = 0,106 com erro de estimativa de 0,012
coeficiente de correlagio = 0,993 + 0,006

P < 0,001

3.9 — Testes com Mepiramina

Os resultados dos testes dos fostopiridoxil derivados das cininas em presenga de anti-histam/nico
(mepiramina) encontram-se expostos nas Tabelas XVIIi, X1X e XX,

A Tabela XVill mostra o efeito da administragdo endovenosa de mepiramina sobre o aumento
da permeabilidade capilar provocado por fosfopiridoxil bradicinina. Nesta tabela, nota-se que doses de
6,0 ug de fosfopiridoxil bradicinina produzem Indices médios de 3,6 + 1,9 e 3,6 £ 0,8, antes e apds a
administracdo endovenosa de 0,5 mg de mepiramina por 100 g de peso animal. Nota-se ainda que doses
de 4,0 ug de histamina, utilizadas como testemunho, injetadas nas mesmas condi¢des, fomecem valores
médios de R de 10,1 +2,3 e 1,0, respectivamente para antes e apds a administracdo de mepiramina.
Aplicando-se o teste t de Student aos dados da tabela, obtém se P > 0,9 para fosfopiridoxil bradicinina e
P < 0,001 para histamina.

Quanto ao teste realizado com fosfopiridoxil calidina, os valores médios de aumento da
permeabilidade capilar encontrados para a dose de 6,0 ug foram 7.5t 2,5 e 7,11 1,7, respectivamente
para antes e apbs a administracio de mepiramina (Tabela X1X). Verifica-se ainda, pela aplicacdo do
teste t que essas médias sio da mesma ordem de grandeza (0,8 > P <0,7). A histamina que serviu de
testemunho mostrou ser bastante sensfvel & acdo da mepiramina, assim, as médias dos valores dos ndices
de aumento da permeabilidade capilar obtidos antes e apbs a administracdo da mepiramina foram
9,1+20e 1,210,2 (P <0,001).

Mostram-se na Tabela XX os dados obtidos nos testes realizados com fosfopiridoxil
metionilcalidina. A administracdo de 3,0 ug de fosfopiridoxil metionilcalidina apresentou /ndices médios
67121 e 6,91 1,8 para antes e apds mepiramina. Esta pequena variagcio encontrada entre as médias
nSo mostrou ser significante (0,9 > P <0,8). A tabela mostra ainda os resultados obtidos para doses de
4,0 ug de histamina que serviram de testemunho. As médias dos fndices de sumento da permeabilidade
capilar foram 8,0+ 2,3 ¢ 1,01 0,1, respectivamente para as doses injetadas antes e ap6s a administracSo
de mepiramina. A aplicacio do teste t revelou que a diferenca entre essas médias é altamente significante
ao nivel de P < 0,001.

3.10 - Poténcias Relativas

A Tabela XX) mostra os valores das poténcias relativas dos fosfopiridoxil derivados das cininas
calculadas conforme o item 2,10,

Verifica-se na tabela que a fosfopiridoxil bradicinina retém cerca de 16% e acetil-bradicinina
31% da atividade de bradicinina. A fosfopiridoxil calidina retém aproximadamente 17% da atividade da
cdidina e g fesfondoxil smetionfealidina 12% da atividade de metionifealshing,
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Tabela XVIH

Lfeito da Mepiramina na Atividade de Fosfopiridoxii-
Bradicinina sobre a Permeabilidade Capilar®

S S —
Doses Valores de R
Histamina (4 ug) PP BK (6,0 ug)
- el
Hato no antes apbs antes apbs
1 12,8 1,0 6,0 3,0
- - 29 4,0
2 89 1,0 1,7 3.6
- - 23 40
3 7,6 1,0 4,3 3,2
- - 6,8 2,7
4 11,2 1,0 28 5,0
- - 19 3,0
v 10,1 1,0 ' 36 36
ts 23 - 1,9 0,8
P <0,001 >09

* A tabela mostra os fndices de aumento da permeabilidade capilar (R) obtidos pela administra-
¢do subcutdnea de 4 ug de histamina e 6 ug de fosfopiridoxil-bradicinina em pele de ratos, usan-
do como tracador azul de Evans '2°1, antes e apbs administragdo endovenosa de 0,5 mg de me-
piramina oor 100 g de peso animal.

Tabela XIX

Efeito da Mepiramina na Atividade de Fosfopiridoxil-
Calidina sobre a Permeabilidade Capilar®

Doses Valores de R
| Histamina (4 ug) PP KD (6,0 ug)
|
Rato n® antes apos antes apos
1 6,9 1,0 4,0 5,8
- - 4,4 5,2
2 9,5 1,2 10,6 8,4
- - 10,3 95
3 83 1,0 6,6 4,7
- - 7.7 73
4 11,7 1,4 75 78
- - 9,0 79
-
7] 9,1 1,2 7,5 71
ts 2,0 0,2 25 1,7
P << 0,001 08>P<0,7
L

* A tabela mostra os Indices de sumento ds permesbilidade capilar (R) obticdos pels administra-
¢80 subcutinea de 4 ug de histamina e 6,0 ug de fosfopiridoxil-calidina em pele de ratos, usan-
do azul de Evans '2*1 como tragador, antes ¢ depois ds administracdo de 0,6 mg de mepirami-
na por 100 g de peso animal,
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Tabela XX

Efeito da Mepiramina na Atividade da Fosfopiridoxil Metionilcalidina
sobre a Permeabilidade Capilar®

Doses Valores de R
Histamina (4 ug) PP Met Kd (3,0 ug)
Rato n° antes apbs antes apds
1 9.9 1,0 86 9,0
- - 11,2 97
2 73 1.0 56 6.4
- - 6.2 6,5
3 45 1,0 73 7.8
- - 6,8 7.2
4 79 1.2 39 36
- - 46 45
5 10,2 10 6.9 7,2
- - 58 7.4
|

| M 8,0 10 6,7 6.9
ts 23 0,1 2.1 18

f P < 0,001 09>pP<08

* A t1abela mostra os (ndices de aumento da permeabilidade capilar (R) obtidos pela administra-
cio subcutanea de 4 ug de histamina e 3,0 ug de fosfopiridoxil-metionilcalidina em pele de ra-
tos, usando como tragador azul de Evans '2°(, antes e apds a administracio endovenosa de 0,5
rng de mepiramina por 100 g de peso animal,

Tabela XXI

Poténcia Relativa dos Derivados das Cininas®

COMPOSTO ATIVIDADE (%)
Bk 100
PP.Bk 16
Ac-Bk k]
 Kd 100
PP-Kd 17
Met-Kd 100
PP-Met-Kd 12

* A tabela mostrs 8s poténciss relativas dos fosfopiridoxil deri-
vados das cininas e da acetil-bradicinina calculadas a partir das
equaciias das retas obtidas pela rec/proca dos dados.



43
4 — DISCUSSAO

A anilise dos resultados apresentados na Tabela |l sobre distribuicdo de radioatividade na pele
mostra que hd homogeneidade, dentro dos limites satisfatérios, na pele abdominal de ratos que
receberam por via endovenosa 0,1 mi de uma solugdo contendo 10 uCi/ml de azul de Evans '°'1 a 0,3%
por 100 g de peso animal.

Pode-se dizer, pela Tabela ({I, que uma mesma dose de histamina administrada subcutaneamente
na pele de ratos produz a mesma resposta. Assim, a distribuigio da radioatividade basal e respostas
adequadas 3 mesma dose de histamina, condicionaram a aplicacio da técnica 3 apreciagdo quantitativa
dos efeitos das drogas que aumentam a permeabilidade vascular, usando como tracador radioativo, azu!
de Evans marcado com iodo radioativo.

A aplicacdo dessa técnica no ensaio quantitativo do aumento da permeabilidade capilar com
histamina {Figura 1), permitiu a determinacdo quantitativa com outras drogas vasoativas.

Os métodos de medida do aumento da permeabilidade capilar pelo uso de corantes, sio muito
imprecisos ou trabalhosos. Imprecisos, por se basearem na medida do didmetro do extravasamento do
corante ou intensidade da coloragdo local!1-33:42) e trabalhosos, pela determinagdo quantitativa do
mesmo apds a extragdo do tecido!27:31.45)

O emprego de azul de Evans '2%1 ou '3!I veio simplificar sobremaneira a quantificagdo do
aumento da permeabilidade capilar pela medida da radioatividade no local de seu extravasamento. Por
outro lado, 0 uso do corante a3 0,3% de 0,1m! por 100g de peso animal, permite visualizar
perfeitamente as manchas de extravasamento do referido corante para localizar os discos a serem
cortados.

Sendo consideravelmente reduzida a dose de azul de Evans injetada em relacdo 3s doses
empregadas nos métodos usuais'45’ , pode-se dizer que a técnica desenvoivida torna-se mais fisiolégica no
sentido de medir o extravasamento do corante ligado 3 albumina do plasma, pois os ratos ndo se
apresentam com coloracdo azul forte.

A facilidade para quantificar o aumento da permeabilidade capilar provocado por drogas
vasoativas através dessa metodologia, levou-nos a escolha desse ensaio para o estudo da interferéncia das
variacdes estruturais na atividade biolbgica de trés cininas (bradicinina, calidina e metionilcalidina)
modificadas com piridoxil 5'-fosfato.

A anilise dos resultados obtidos no item 3.2., Figuras 2, 3 e 4, mostrou que o PLP forma base
de Schitf com o grupo a-emino Jivre das moléculas de cininas produzindo um derivado estével,
fosfopiridoxil-cinina, apds a redug8o branda com borohidreto de sédio.

A reacdo de PLP com o grupo a-amino das cininas nfo interfere no grupo guanidinico conforme
os resultados descritos em 3.2, ¢ 3.3. £ de interesse assinalar aqui, que o grupo a-amino da arginina
exerce ac3o de reforco no desenvolvimento do complexo colorido com o reagente de Sakaguchi.

As anilises eletroforéticas (item 3.4.) mostraram uma (nica banda de substdncia que migrou
para o polo negativo numa velocidade menor que a cinina de origem. Essa bands s6 foi possivel ser
revelada pelo reativo de Sakaguchi, psra grupo gusnidinico. Este fsto leva-nos a concluir qus, o
tratamento das cininas com excesso de PLP causa um bloqueio total dos a-amino grupo livres das
moléculas pelo PLP formando fosfopiridoxil-derivado; isto foi comprovado pela andlise de aminodcidos
dos fosfopiridoxil-derivados apbs 8 sua hidrblise cids (Tabela ViI).

O piridoxal também blogueia 0 a-amino terminal formando base de Schiff, mas dada a presenca
de hemi-acetal 4 mais dificil de ser introduzido nas moléculas conforme demonstrou as anélises dos
hidrolisadns de P-Bk preparados com diferentes tempos de reacfo (Tabela VII),
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T emsatos peeliinares reahizados no atem 3.7 Tabelas X0, X1 e XHI, mostraram que o PI
reduzuio ndo provoca aumento da permeabilidade capilar, bem como n3o interfere na atividade da:
cinmas - A andlise das tabela acima referidas, mostrou ainda que as cininas tém a sua atividade inaitera
Ja mesmo apos o tratamento com borohidreto de sodio. Portanto, pode-se dizer que os resuitados en-
contrados para fosfopiridoxil derivados, nas referidas tabelas, s3o devidos somente a atividade destes,
uma vez gue todos os seus subprodutos ndo interferem na determinagdo de sua atividade e, nas andlises
dos resfduos de aminoacidos N-terminais, foram constatados bloqueios de a-amino grupos de ordem
superior a 95% pelo PLP, o que demonstrou a inexisténcia de cinina livre.

Os fatos acima descritos permitiram a determinagdo da atividade de PP derivados das cininas
sem necessidade de sua prévia separacdo. Caso os seus subprodutos interferissem na determinagdo da
atividade, introduzirfamos um fator de erro dificil de ser determinado, o da perda de poténcia durante o
processo de purificagdo dos PP derivados, pois as cininas em solucdo sd0 menos estdveis diminuindo sua
acdo biolbgica.

A forma habitual de se representar a relacdo dose-efeito no ensaio bioldgico, onde em grande
numero de casos, a fungdo logar(tmica das doses é capaz de retificar a curva dose-efeito, ndo se mostrou
adequada para o estabelecimento das poténcias relativas dos fosfopiridoxil derivados. O ndo paralelismo
das curvas log dose-resposta, Figuras 7, 9 e 11, fornece resuitados diversos de poténcias relativas, quando
se aplica o método de 4 pontos {2 x 2} em diferentes pontos da curva.

A analogia entre a acdo das drogas sobre os efetuadores biolbgicos e as interagdes
enzima-substrato, que se mostra tdo sugestiva na definicdo de receptores farmacol6gicos, foi aplicada
para o cilculo de poténcia relativa. Assim, a representacdo grifica de Lineweaver-Burk, utilizada em
alguns casos em farmeu:ologia(1 1.32.47) foi aplicada para os nossos estudos.

A anilise matemética, pelo método dos minimos quadrados, das Figuras 8, 10 e 12, onde os
dados das Tabelas VIII, I1X, X, XIV, XV, XVI e XVII sdo representados usando-se as rec/procas dos
dados, ou seja, a representacdo grafica de Lineweaver-Burk, revelou-nos que os pontos se alinham
segundo uma reta (coeficiente de correlacio sempre proximo de 1,0) e que os coeficientes angulares das
cininas comparados aos coeficientes angulares dos respectivos derivados sdo muito proximos, indicando
certo paralelismo entre as retas.

A andlise da Tabeia XXI, onde as poténcias relativas foram calculadas por meio de equagdes das
reciprocas dos dados, mostra-nos uma grande perda de atividade quando o grupo a-amino N-terminal das
moléculas das cininas estd bloqueado, sugerindo 8 participacdo deste grupamento na interacio
agonista-receptor.

NICOLAIDES et alii'3832) estudando o substituiBo do Arg' da bradicinina por residuos de
Lys (Lys'Bk), obtiveram a atividade menor para o anélogo Lys’ Bk, cerca de 1/10 da atividade de Bk na
pressJo sangulnea de cobaia e cerca de 1/250 na pressSo sanguinea de coelho. Andlogo cujo res/duo de
Arg® é substituldo por Lys, possui atividade consideravelmente maior com 1/10 — 1/30 da atividsde da
bradicinina na pressio ungulnoa(sz .

Estudos realizados com anélogos da Bk, onde os res/duos 1 e 9 s8o modificados, mostraram que
os GItimos retdm maior atividede biolégica, podendo-se concluir que a Arg' é de grande importlncla(sz’,.
Segundo a escala de valores dos res(duos da estrutura moleculsr da bradicinina spresentada por
SCHRODER & HEMPEL'®?), apss os residuos de Pro” e Phe®, a Arg' seris de meior importancis
seguida da Arg®, ou seja, 7,8>12>9>6>4>2>3>6.

Estudos mostraram também, que o prolongamento da cadeis peptidica da bradicinina no
sentido C-terminal afeta mais & atividade biologica do que o prolongamento no sentido
Nmrminal“’?'%’, evidenciando a importincia do resfduo Arg®. Analisando os andlogos cuja adicSo de
resfdoos de amninchcidos ouore na axtremidade N-terminal da moléculs, e que possuem atividade
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biolbgica sobre a permeabilidade capilar, como no caso da calidina e metionilcalidina, verifica-se a
existéncia de dois grupos funcionais em comum na extremidade N-terminal, o grupo a-amino livre e
grupo guanidinico.

TURK et ali'®® estudando a atividade do andlogo da Bk(Br-Ac-Bk} mostraram que o grupo
quanidinico exerce funcdo importante na atividade sobre o Utero de rato uma vez que o grupo a-amino
»st§ bloqueado. Ndo obstante, pelos resultados dos itens 3.2, 3.3, 3.4 e 3.5., onde se verifica que a quase
totalidade do a-amino grupo é bloqueada pelo PLP e o grupamento guanidinico permanece livre, o
a-amino grupo exerce considerdvel influéncia na atividade biolbgica, quando esta é avaliada por meio do
aumento da permeabilidade capilar em pele de rato. Nota-se a mesma importincia desse grupamento em
experiéncias paralelas sobre o fleo de cobaia, onde inativacoes de cerca de 85% para Bk, 95% para Kd e
cerca de 90% para Met-Kd foram observadas com o blogueio do ?rupo a-amino das cininas com
piridoxal 5'-fosfato seguido de redugao com borohidreto de s6dio!28:29),

Cilculos das poténcias relativas mostram-nos maior atividade para Ac-Bk em relacdo a PP-Bk,
respectivamente 31% e 16% da atividade de Bk. Essa poténcia relativa de Ac-Bk, por nés encontrada, é
cerca de 10% acima da poténcia determinada por STEWART sobre a permeabilidade capilar em
cobaia'5%-57)_ Essa diferenca de atividade poderia ser explicada como resultado da utilizagdo de espécie
animal diferente. Assim, as atividades do fosfopiridoxil derivados por n6s determinadas, cerca de 16%
para PP-Bk, 17% para PP-Kd e 12% para PP-Met-Kd, juntamente com os resultados observados sobre o
fleo de cobaia(za'zg), mostram-nos a importancia do grupo a-amino livre na molécula. Considerando que
o radical fosfopiridoxila introduz duas cargas negativas(g’ na molécula, poderfamos supor uma
participacdo sensivel dessas cargas negativas modificando a polaridade das moléculas de cininas dadas as
atividades residuais encontradas para PP-Bk e Ac-Bk.

Os estudos das relacdes entre estrutura e atividade das cininas sobre o aumento da
nermeabilidade capilar em pele de ratos e contratilidade do fleo de cobaia demonstram a participagdo do
yrupo a-amino terminal dos peptideos em pauta nos mecanismos de agdo biolbgica.

As atividades encontradas para os PP-derivados das trés cininas poderiam ser consideradas como
atividades residuais das moiéculas, e sequndo as experiéncias com mepiramina, sem liberagdo de
witamina.

5 — CONCLUSOES

1) O emprego de azul de Evans ‘251 ou '3'| facilita a determinacfo quantitativa do
aumento da permeabilidade capilar provocadn pelas drogas vasoativas.

2) A reagdo de piridoxal 5'-fosfato com bradicinina e andlogos seguids de reducfo com
borohidreto de s6dio demonstrou ser altamente eficiente no bloqueio dos grupos a-amino
terminais.

3) A fosfopiridoxil-bradicinina possui cerca de 16% da atividade de bradicinins, a fosfopi-
ridoxil-calidina cerca de 17% da atividade de calidina, 8 fosfopiridoxil-metionilcalidina
cerca de 12% da atividade de metionilcalidina e a acetil-bradicinina cerca de 31% da a-
tividade de bradicinina, quando determinadas em pele de ratos.

4) O ua-amino terminal das moléculas de bradicinina, calidina e metionilcalidina exerce
fung¢3o importante no mecanismo de aumento da permeabilidade vascular.
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ABSTRACT
—

A simple and reliable method is described for the quantitative evaluation of vascular permeability increase
induced by vasoactive drugs with Evans blue labelled with iodine-125 or 131, By using this method the importance of
aramino group of bradykinin (Bk), kallidin (Kd) and methion¥l-kallidin (Met-Kd) on the biological activity were studied
after reacting the kinins with pyridoxal 5'-phosphate followed by reduction with sodium borohydride.
Phosphopyridoxyl-kinins were formed leaving free the guanidino groups. Aminoacid analysis of phosphopyridoxylk-kinins
showed that the efficiency of the reaction was extremely good in the blockage of (-amino groups
{ phosphopyridoxyl-bradikinin (PP-Bk) =98,8%, phosphopyridoxyl-kaltidin (PP-Kd} = 952%,
phosphopyridoxyl-methionyl-kallidin (PP-Met-Kd)=98,9%}. Log dose-response curves were obtained for Bk, Kd,
Met-Kd, acetyl-bradykinin (Ac-Bk), PP-Bk, PP-Kd and PP-Met-Kd and the relative potencies calcuiated through the
Lineweaver-Burk plots. The relative potencies were: PP-Bk about 16% the activity of Bk, Ac-Bk sbout 31% the activity
of Bk, PP-Kd about 17% the activity of Kd, PP-Met-Kd sbout 12% the activity of P/Jm-Kdt Jhe resuits show that the
terminal a-emino group of kinins is important in the mechanisms biological activity. * /,, . . )
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