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RESUMO



Estudo Farmacolégico de D-Arabinose Oxima em Artéria Mesentérica Superior Isolada de Rato
OLIVEIRA JUNIOR, F A. (2008)
Dissertacao de Mestrado. LTF/UFPB

RESUMO

A D-arabinose oxima é um composto sintético de massa molecular 164 g/mol e
caracterizado por apresentar o grupo funcional oxima (C=NOH). Foi realizado um
estudo farmacoldgico desta substancia em artéria mesenterica superior isolada de
rato com o objetivo de elucidar seu mecanismo de acdo e comparar o perfil
farmacolégico obtido, com um doador padrdo de éxido nitrico. O estudo de D-
arabinose oxima em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato pré-
contraidos com fenilifrina (1 nM-10 uM) evidenciou um efeito vasorelaxante induzido
por concentracdes crescentes (1072 a 10* M) tanto em anéis com endotélio
funcional (pD2 = 5.9 + 0.14; n = 6) quanto em anéis com endotélio removido (pD, =
5.7 £ 0.07; n = 6) de maneira equipotente. Nos experimentos realizados na presenca
de um inibidor competitivo da sintase do NO, L-NAME (100 uM), ndo houve
diferenca da resposta vasorelaxante induzida pela oxima (pD, = 5.5 £ 0.08; n = 6)
quando comparada a resposta-controle (pD2 = 5.7 £ 0.07; n = 6). Em preparagdes
pré-incubadas com um inibidor inespecifico da via do citocromo P45, proadifeno (30
MM), o efeito vasorelaxante induzido por D-arabinose oxima foi praticamente abolido
(Emax = 6.5 £ 6 %; n = 6). Da mesma forma, na presenca de sequestradores de 6xido
nitrico (NO), HDX (30uM) e PTIO (300 uM), foi observada uma intensa redugéo do
efeito maximo induzido por D-arabinose oxima (Emax = 27.6 £ 4.3 %;n = 6) € (Emax =
35.83 £ 2.2 %;n = 6), respectivamente. Além disso, em experimentos realizados com
KCl 20 mM, o relaxamento induzido pela oxima também foi significativamente
atenuado (Emax = 69.90 = 0.24 %; n = 6), sugerindo a participacdo de canais para
potassio no mecanismo vasorelaxante induzido por D-arabinose oxima. Também foi
evidenciado que um inibidor especifico da ciclase de guanilil solivel, ODQ (10 pM),
praticamente aboliu a resposta vasorelaxante da oxima (Emax = 10.5 £ 6.9 %; n = 6).
Com o intuito de comparar o perfil farmacoldgico induzido por D-arabinose oxima
com um doador padrdao de NO, foi utilizado o 2-(N,N- dietilamina)-diazenolato-2-
oxido (DEA-NO). O doador de NO promoveu um efeito relaxamente dependente de
concentracdo (Emax = 104.2 + 2.2; pD, = 6.02 £ 0.06; n = 6)., resultados similares
foram obtidos com a oxima, e esse efeito foi significantemente atenuado na
presenca de ODQ (Emax = 26.3 £ 9.5%;n = 6). Em conjunto, os resultados obtidos
com de D-arabinose oxima em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato,
sugerem um importante envolvimento da via NO-GMPc, que ocorre de maneira
independente do endotélio funcional e da NOS, sugerindo uma possivel liberagdo de
oxido nitrico no mecanismo vasorelaxante induzido pela oxima no modelo estudado.

Palavras-chave: D-arabinose oxima; artéria mesentérica de rato; vasorelaxamento;
6xido nitrico.
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Pharmacologycal Study of D-Arabinose Oxima in Rat Isolated Superior Mesenteric Artery.
OLIVEIRA JUNIOR, F A. (2008)
Dissertacao de Mestrado. LTF/UFPB

ABSTRACT

The D-arabinose oxime is a synthetic compound of molecular mass 164 g/mol and
characterized by presenting the oxime functional group (C=NOH). A pharmacological
study of this substance was accomplished in mesenteric artery of rat with the
objective of to elucidate the action mechanism and to compare the profile obtained
pharmacological, with a standard donor of nitric oxide. The study of D-arabinose
oxime in pré-contracted rings of artery isolated superior mesenteric of rat with
phenylephrine (1 nM -10 pM) it evidenced an effect vasorelaxant induced by
increased concentrations (102 to 10* M) so much in rings with functional
endothelium (pD2 = 5.9 + 0.14; n = 6) as in rings with removed endothelium (pD2 =
5.7 £ 0.07; n = 6) of equipotent manner. In the experiments accomplished in the
presence of a competitive inhibitor of the NO-synthase, L-NAME (100 uM), there was
not difference of the effect vasorelaxant induced by the oxime (pD2 = 5.5 £ 0.08; n =
6) in relation to the control (pD2 = 5.7 £ 0.07; n = 6). In preparations pré-incubated
with an inespecific inhibitor of the pathway of the cytochrome P-450, proadifen (30
1UM), the effect vasorelaxant induced by D-arabinose oxime was practically abolished
(Emax = 6.5 £ 6%; n = 6). In the same way, the NO scavengers, HDX (30uM) and
PTIO (300 uM), there was an intense reduction of the maximum effect induced by D-
arabinose oxime (Emax = 27.6 £ 4.3% ;n = 6) and (Emax = 35.3 £ 2.2% ;n = 6),
respectively. Besides, in experiments accomplished with KCI 20 mM, the relaxation
induced by the oxime was also significantly attenuated (Eméax = 69.90 + 0.24%; n =
6), suggesting the participation of channels for potassium in the mechanism
vasorelaxant induced by D-arabinose oxime. It was also evidenced that a specific
inhibitor of the soluble guanyllyl-cyclase, ODQ (10 uM), practically abolished the
vasorelaxant response of the oxime (Emax = 10.5 + 6.9%; n = 6). With the intention
of comparing the pharmacological profile induced by D-arabinose oxime with a
standard donor of nitric oxide, it was used the 2-(N,N - | diethylamino)-diazenolato-2-
oxide (DEA-NO). The NO-donor promoted an concentration-dependent relaxation
(Emax = 104.2 + 2.2; pD2 = 6.02 £ 0.06; n = 6)., similar to the of the oxime, that was
also significant attenuated in the presence of ODQ (Emax = 26.3 £ 9.5%;n = 6). Take
together, the results obtained with of D-arabinose oxime in rings of artery isolated
superior mesenteric of rat, they suggest an important involvement of the pathway
NO/GMPc, that it occurred of independent way of the functional endothelium and NO-
synthase, giving support to a possible liberation of nitric oxide in the mechanism of
action induced by the oxime in the studied model.

Keywords: D-arabinose oxime; mesenteric artery of rat; vasorelaxation; nitric oxide.
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ACh acetilcolina

ATPase trifosfatase de adenosina

BH, tetra-hidrobiopterina

BKca canais para potassio ativados por calcio de grande condutancia
Ca* fon calcio

Cbl (1l1) cobalamina oxidada

CEso concentracao da substancia que produz 50% de seu efeito maximo
CGs ciclase de guanilil solavel

CO, dioxido de carbono

DAO D-arabinose oxima

DEA-NO 2-(N,N- dietilamina)-diazenolato-2-éxido
DMSO dimetil sulféxido

e.p-m erro padrdao da média

Emax efeito maximo

Emin efeito minimo

FAD flavina adenina dinucleotidio

FEN fenilefrina

FMN flavina mononucleotideo

GDP difosfato de guanosina

GMPc monofosfato ciclico de guanosina

GTN trinitrato de glicerina

GTP trifosfato de guanosina

HDX hidroxocobalamina

K* ion potassio

KCI 20 cloreto de potassio na concentracdo de 20 mM
L-NAME NC- Nitro — L-arginina metil éster

L-NOHA L-N®-hidroxi-arginina

Log logaritmo

MLCK cinase da cadeia leve da miosina

NSAIDs farmacos antiinflamatérios nao-esteroidais



MM massa molecular

mM milimolar

mV milivolt

NADPH nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato
nM nanomolar

NO oxido nitrico

NO’ ion nitroxil

NO’ oxido nitrico radicalar

NO* fon nitrosonium

NOS sintase do 6xido nitrico

NOS, sintase do 6xido nitrico endotelial

0, oxigénio molecular

0> anion superoxido

oDQ (1H - [1,2,4] oxadiazolo [4,3-a] - quinoxalin -1- one)
ONOO peroxinitrito

pD, logaritmo negativo na base 10 da CEsy
SNP nitroprussiato de sédio

versus
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1 INTRODUCAO

O periodo pés-guerra foi de prosperidade para o desenvolvimento dos
farmacos sintéticos, como os anti-histaminicos (mepirazina), antipsicéticos
(clorpromazina), antidepressivos (imipramina) e os ansioliticos benzodiazepinicos
(clordiazepo6xido). A indometacina, um importante farmaco antiinflamatério nao-
ester6ide de natureza indodlica, surgiu nesta época (1962), dando inicio ao
desenvolvimento dos farmacos antiinflamatérios nao-esteroidais (NSAIDs). Nesta
época, 0s produtos naturais observaram um periodo de declinio em termos de
investimentos e interesse da industria farmacéutica (VIEGAS et al., 2006).

No final dos anos 80 e inicio da década de 90, o processo de descoberta de
farmacos pelas industrias farmacéuticas observou passou por significativas
mudancas em seu modus operandis, estabelecendo-se um novo paradigma —
beneficiado pelos avancos em tecnologias analiticas, sintéticas, de caracterizacao
estrutural, da introdugéo da quimica combinatorial (QC), biologia molecular, ciéncias
gendmicas e ultra-HTS (LIMA, 2007).

Recentemente, face aos impressionantes avangos cientifico-tecnoldgicos
observados em diversas areas como a biologia estrutural, molecular e a quimica
computacional, por exemplo, o planejamento racional de novos farmacos tornou-se
uma realidade (BARREIRO, 2002).

De acordo com Lima (2007), a descoberta de farmacos, pela industria
farmacéutica, é considerada por especialistas uma atividade complexa, multifatorial,
cara, demorada, envolvendo a aplicacao de técnicas e metodologias modernas, e
cuja produtividade é questionada com base em dados que demonstram a relacéo
inversamente proporcional entre os investimentos em Pesquisa e Desenvolvimento
(P&D) e a descoberta de NCEs (“Novas Entidades Quimicas”).

A quimica combinatéria, ainda em plena fase de consolidacdo, podera se
tornar o ouro da industria farmacéutica do préoximo milénio. Com a disponibilizacdo
de ensaios bioldgicos especificos, eficientes e rapidos, os ensaios aleatorios sem
qualquer intelectualizacdo vém sendo substituidos dia a dia nas pesquisas em
busca de NCEs. Os bioensaios guiados por semelhancas estruturais e/ou interacao
NCE/receptor constituiram uma verdadeira revolugdo na busca de principios
bioativos (como no caso do AZT, por exemplo). Os estudos , as observacgdes clinicas
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também do metabolismo de drogas sao ferramentas poderosas na descoberta
racional de matrizes de NCEs (MONTANARI; BOLZANI, 2001).

O processo de descoberta de novos farmacos, atribuicdo da Quimica
Medicinal, caracteriza-se por sua complexidade, fruto da multiplicidade de fatores
que envolvem o planejamento molecular de novas estruturas capazes de
apresentarem os efeitos farmacolégicos desejados, com biodisponibilidade
adequada ao seu emprego terapéutico, seguro e confortavel (BARREIRO, 2002).
Um projeto de quimica medicinal compreende as etapas de descoberta, otimizagédo e
desenvolvimento do protétipo (LIMA, 2007).

De acordo com Barreiro (2002), em virtude da multiplicidade de fatores que
permeiam a quimica medicinal, que além da biodisponibilidade, incluem a toxicidade
e 0 metabolismo, o processo de planejamento racional de novos farmacos envolve
varios bilhdes de dblares e ocupa milhares de pesquisadores titulados, de diferentes
areas, em diversos laboratorios de pesquisa, tanto industriais como académicos.

Dentro deste contexto, Lima (2007) destaca que a Quimica Medicinal dedica-
se a estudar os alvos moleculares da acao dos farmacos, a relacao entre a estrutura
quimica e a atividade bioldgica/farmacolégica, além do planejamento racional de
novos farmacos. Em funcdo da multiplicidade de fatores envolvidos na resposta
terapéutica de uma substancia exégena como o farmaco, o cumprimento desta dificil
e complexa missao exige equipe interdisciplinar e fundamenta-se, simplificadamente,
na triade: Quimica Organica - Farmacologia - Quimica Computacional.

Diversas estratégias de planejamento molecular de farmacos estao
disponiveis, sendo aquela baseada no mecanismo de acado farmacoldégica a mais
utilizada, também denominada de abordagem fisiol6gica (BARREIRO, 2002). Outra
abordagem atual empregada na identificacdo de novos protétipos € baseada no
estudo do metabolismo de xenobidticos. Em tese, o principal objetivo do
metabolismo de farmacos é a transformacao de uma molécula farmacologicamente
ativa em metabdlitos hidrossollveis inativos. Entretanto, ndo raro sdo os exemplos
em que uma transformacdo metabdlica conduz a formacdo de substancias
biologicamente ativas. O perfil farmacodinamico, farmacocinético e toxicoldgico dos
metabdlitos ativos, identificados, pode ser superior, igual ou inferior ao farmaco que
lhe deu origem (LIMA, 2007).
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No ambito da quimica sintética e representando um dos capitulos mais
interessantes no campo da farmacologia cardiovascular tem sido formacao do 6xido
nitrico (NO) a partir de diferentes tipos de doadores (LOHSE et al., 1998) e, através
de uma intensa pesquisa nesta area, tem sido demonstrado um grande interesse na
descoberta de novos doadores de NO (BARRETO et al., 2005). Afinal, nos ultimos
anos, o NO tem mostrado envolvimento em varios e importantes eventos biol6gicos
e, entre diversas fungdes, o NO esta intimamente implicado no relaxamento do
musculo liso vascular (MONCADA et al., 1991).

O NO é um radical livre que reage rapidamente com outras moléculas que
contém elétrons desemparelhados (BONAVENTURA et al., 2006) Além disso, sua
importancia fisiolégica deve-se ao fato de se comportar como um importante
segundo-mensageiro, ativando ou inibindo diversas moléculas-alvo que estao
envolvidas em processos tdo diversos quanto a regulacdo do tébnus vascular,
controle imunol6gico e neurotransmissdao (BARRETO et al., 2005). Feelisch (1998)
também ressalta que, além da regulacao do ténus vascular, o NO esta implicado em
uma série de outras fungdes celulares.

Em seu estado puro, sob condi¢cdes normais de temperatura e pressao, o NO
€ um gas. Sua solubilidade é moderada em &agua, sendo muito mais soluvel em
solventes apolares. Dessa forma, quando presente em sistemas biolégicos, o NO
tende a se concentrar em ambientes lipofilicos, como membranas e dominios
hidrofobicos de proteinas (BARRETO et al.,, 2005). Seu carater radicalar confere
uma alta reatividade (meia-vida de 5 a 10 s in vitro), especialmente frente a outras
moléculas paramagnéticas, tais como oxigénio molecular (O.) e anion superdxido
(O72). A reacdo do NO com o anion superéxido produz peroxinitrito (ONOO)
(BARRETO et al., 2005; TUTEJA et al, 2004).

Além disso, o NO pode existir em uma variedade de espécies quimicas, a
radicalar (NO'), ions nitroxil (NO") e nitrosonium (NO*) e, a espécie que predomina,
pode variar dependendo da origem de formacao do NO (WANSTALL et al., 2001).

A biossintese do NO ocorre através da agdo de uma familia de enzimas,
sintases de NO (NOS), que é responsavel pela oxidacao da L-arginina a L-citrulina
com geracdo de NO. Inicialmente, o aminoacido L-arginina é hidroxilado ao
intermediario L-N®-hidroxi-arginina (L-NOHA), em seguida, o L-NOHA é convertido
em L-citrulina e NO, ambos os passos requerem oxigénio molecular (O,) e fosfato de

nicotinamida-adenina  dinucleotidio (NADPH) como co-fatores, além de
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tetraidrobiopterina  (BH4),  flavina-adenina  dinucleotidio  (FAD), flavina
mononucleotidio (FMN) e ferro-protoporfirina IX (heme) como cofatores (BARRETO
et al., 2005). A lista de tecidos e células que podem expressar alguma ou todas as
isoformas da sintase de NO continua a crescer, dando suporte para maior
importancia do NO em uma variedade de processos fisioldégicos e patoldgicos
(BARBATO; TZENG, 2004). A isoforma endotelial (eNOS) é encontrada nos
miocitos, células endoteliais e musculo liso vascular (FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).

Com relacao ao mecanismo de acdo, o NO é uma molécula capaz de
atravessar as membranas celulares e o espaco extracelular para reagir com as
células-alvo e com o grupamento heme de uma enzima-alvo, a CGs (LOHSE et al.,
1998). Archer e colaboradores em 1994 também relataram que o 6xido nitrico pode
ativar canais para potassio através da via do GMPc em algumas células musculares
lisas. A ativacao da enzima (GCs) catalisa a conversao de trifosfato de guanosina
(GTP) em monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), o qual atua ativando diversas
proteinas-cinases (BARRETO et al., 2005). Adicionalmente, a CGs nao é o unico,
mas certamente é 0 mais importante alvo para o NO (LOHSE et al., 1998). Dentro
deste contexto, o ODQ (1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]-quinoxalin-1-one) é descrito
como o primeiro inibidor especifico da CGs, este composto permite distinguir,
farmacologicamente, os efeitos do NO mediados por GMPc (inibidos por ODQ), dos
efeitos independentes de GMPc (ODQ-resistentes) (LOHSE et al., 1998 e
FEELISCH et al., 1999).

Adicionalmente, os inibidores da sintase do NO tém grande importancia na
pesquisa dos provaveis efeitos do NO nos tecidos, uma vez que a substituicdo do
substrato habitual (L-arginina) pelos analogos ira inibir a producdo de NO e seus
efeitos consequientes (FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).

No relaxamento do musculo liso vascular envolvendo a via NO-GMPc, as
proteinas cinases dependentes de GMPc inibem o influxo de Ca®**, aumentam o
sequlestro deste ion e diminuem a sensibilidade dos elementos contrateis (LUNARDI
et al., 2007 ; SOLOVIEV et al., 2004). Ja foi demonstrado que o NO também pode
ativar canais para potassio ativados por calcio de grande condutancia (BKc)
presentes no musculo liso de artéria mesentérica, através de mecanismo
independente e dependente de GMPc (MISTRY; GARLAND, 1998). E, além disso, 0
GMPc representa um segundo mensageiro essencial na regulacao de trés classes
principais de proteinas efetoras: proteinas cinases dependentes de GMPc, canais
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idnicos ativados por GMPc e fosfodiesterases (LOHSE et al., 1998). Contudo, a
vasodilatacdo em resposta a altas concentragdes de NO ndo é exclusivamente
mediada por GMPc (MILLER et al., 2004).

Diante da importadncia do NO na homeostase do organismo, € importante
destacar que um desequilibrio na sintese de NO, através da reducao da atividade da
NOS endotelial nos vasos sanguineos esta, aparentemente, associado a varios
estados patologicos (hipertensédo, aterosclerose e hipercolesterolemia). Nestes
casos, a producao de NO a partir de substratos exdégenos por vias independentes de
NOS podem solucionar o problema (JAROS et al., 2007; VETROVSKY et al., 2002).
Além disso, a patogénese da hiperplasia da camada intima e da aterosclerose esta
intensamente ligada a reducéo na sintese local de NO (BARBATO; TZENG, 2004).
Ignarro et al. (2002) também destacaram que a disfuncao endotelial que acompanha
varias patologias cardiovasculares, leva a uma deficiéncia de NO que estd implicada
na fisiopatologia de muitas destas desordens (estados de insuficiéncia de NO).

Da mesma forma, segundo Wang et al.(2002), existem fortes evidéncias que
a bioatividade do NO derivado do endotélio esta deficiente ou prejudicada na
aterosclerose e em outras desordens relacionadas, e os doadores de NO podem ser
usados tanto para o tratamento agudo quanto preventivo da isquemia miocéardica e
da faléncia cardiaca aguda.

Em alguns casos, a deficiéncia na produgcdo de NO pode resultar em
hipertensdo, angina e impoténcia, em outros, sua superproducdo pode ocasionar
respostas inflamatdrias severas, sepse, choque circulatério ou até mesmo infarte. No
caso de superproducédo de NO, a utilizacdo de inibidores da sintase de NO, pode
diminuir sua sintese, enquanto que, na sua falta, o uso de doadores de NO pode
eleva-la (BARRETO et al., 2005).

Neste sentido, a substituicdo ou incremento do NO por administracao
exégena de doadores de NO, tem fornecido um amplo campo para a farmacologia e
medicina cardiovascular (IGNARRO et al., 2002).

Os nitratos orgénicos sdo comumente usados para tratar varios problemas
cardiovasculares, mas possuem limitagcdes (MILLER et al., 2004; CHALUPSKY et al.,
2004). Um problema clinico associado ao uso destas substéncias é o
desenvolvimento de tolerdncia que é definida como uma atenuacédo na resposta
induzida pelo doador de NO nos tecidos quando expostos a altas concentragcbes
(HOMER; WANSTALL, 1998). Segundo Ignarro e colaboradores (2002), os nitratos
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organicos, representam uma classe de agentes doadores de NO bastante usados na
terapéutica cardiovascular durante muito tempo. Estes agentes possuem efeitos
vasoativos diretos e vém sendo usados para o tratamento de doengas isquémicas do
coracéo, faléncia cardiaca e hipertensdo. Porém o tratamento com estes agentes é
limitado pela reduzida meia-vida, absorcdo sistémica com potenciais efeitos
hemodinamicos adversos e desenvolvimento de tolerancia. Bonaventura et al. (2006)
também destacam que a toxicidade é uma importante limitacdo para o uso
farmacolégico de nitroprussiato de sodio (NPS), ja o tratamento com a nitroglicerina
(GTN) induz tolerancia.

Contudo, o crescimento do interesse na fisiologia do NO desde os anos 80,
tem despertado para o desenvolvimento de uma variedade de novos doadores de
NO que oferecam vantagens sobre os doadores convencionais (LUNARDI et al.,
2007). Neste sentido, para superar as limitagdes dos doadores classicos, novos
doadores de NO com efeitos seletivos, meia-vida mais prolongada e incidéncia
reduzida de tolerancia tem sido desenvolvidos (IGNARRO et al., 2002).

O termo “doador de NO” tem sido usado para determinar um, composto que
libera o NO como o mediador ativo (FEELISCH 1998). Segundo Bonaventura et al.
2007, doadores de NO sao substancias farmacologicamente ativas que liberam NO
in vivo ou in vitro. Ignarro et al. (2002), definiram que os doadores de NO séao
substancias farmacologicamente ativas que liberam 6xido nitrico espontaneamente
ou que sao metabolizadas para produzir NO.

Dessa maneira, os doadores de NO podem ser testados no controle da
pressao arterial em condigdes em que ha uma deficiéncia absoluta ou relativa de
NO, como as que acompanham varios modelos de hipertensdo experimental, por
exemplo, a hipertensao induzida por administracdo crénica de L-NAME (JAROS et
al., 2007).

Sobre o mecanismo de acdo dos doadores de NO, as substdncias que
requerem metabolismo intracelular para gerar NO (GTN, dinitrato de isosorbina e
SNP) induzem vasodilatacdo que é abolida por ODQ, enquanto que doadores que
nao requerem ativacdo tecidual para gerar NO (linsidomina, alguns NONOatos)
exibem efeitos independentes da CGs (HOMER et al., 1999).
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Bonaventura et al. (2006), também demostram que o relaxamento induzido
por um doador de NO, o trans-[RuCI([15]aneN4)NOJ?* é significativamente inibido por
um sequestrador intracelular de NO, a hidroxicobalamina (HDX).

Além disso, as diferencas na bioquimica e no metabolismo dos doadores de
NO podem ser a causa das diferencas em suas agdes farmacoldgicas e terapéuticas
(BAUER et al., 1995) e muitos estudos tém sugerido que o mecanismo de
relaxamento vascular pode variar entre os diferentes doadores de NO (WANSTALL
et al., 2001). A complexa natureza de geracdo de NO pelos doadores de NO,
dificulta a construgéo de conclusbes sobre a origem da acéo independente de CGs
em seus efeitos (MILLER et al., 2004) e as propriedades vasorelaxantes de
diferentes doadores de NO dependem também da necessidade de bioativacao
enzimatica ou nao-enzimatica nos tecidos (WANSTALI et al., 2001; IGNARRO et al.,
2002 ; FEELISCH, 1998).

Mesmo com o uso de um inibidor seletivo da CGs, ODQ, um efeito
vasorelaxante independente de CGs tem sido evidenciado em resposta a varios
doadores de NO (MILLER et al., 2004). Ja foi especulado que a localizacdo e o
mecanismo de geragdo de NO (intra ou extracelular) podem estar implicados na
presenca e extensdao do relaxamento resistente ao ODQ (TSENG et al., 2000;
FEELISCH et al., 1999).

Doadores diretos de NO sdo agentes farmacologicos com grupo funcional
nitroso ou nitrosil e, em contraste com o0s nitratos organicos que requerem
biotransformacdo para exibirem sua atividade, esses agentes liberam NO
espontaneamente (IGNARRO et al., 2002). Ademais, Feelisch em 1998, ressalta que
a agao vasodilatadora dos chamados nitrovasodilatadores € reconhecida por ser
mediada pela liberacdo de NO acompanhada de biotransformagao no tecido—alvo.

Também ha relato de que a remocao do endotélio ndo modifica o relaxamento
por um protétipo de doador espontaneo de NO, o DEA-NO (SAMPSON et al., 2001;
HOMER; WANSTALL, 1998).

Dentre das novas classes quimicas que surgem como moléculas doadoras de
NO, as oximas tem despertado a atencdo de varios grupos de pesquisa.
Quimicamente s&o substancias caracterizadas por apresentar o grupo funcional
C=NOH.
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Alguns compostos que apresentam o grupo funcional C = NOH podem ser
convertidos em NO (JAROS et al.,, 2007). E, sabe-se que a segunda etapa na
biosintese do NO consiste em uma clivagem oxidativa da ligacdo C=NOH da funcao
N-hidroxiguanidina do intermediario L-NOHA, com formacg&o do NO radical livre e L-
citrulina (VETROVSKY et al., 2002).

Varios derivados de oximas funcionam como doadores de NO causando
vasorelaxamento em anéis de aorta de rato pré-contraidos com fenilefrina (FEN)
(JAROS et al., 2007), bem como, em anéis de traquéia de rato (JIA et al, 1998).
Além disso, resultados demonstram o envolvimento da via NO-GMPc nas
propriedades relaxantes de derivados de oxima (CHALUPSKY et al, 2004;
STEPANOVIC-PETROQVIC et al., 2004). E, a existéncia de uma via independente da
sintase de NO capaz de oxidar L-NOHA ou outros compostos com a ligacdo C=NOH
também tem sido proposta (VETROVSKY et al.,, 2002). Por isso, ja existem
conclusdes que alguns derivados de oxima podem se usados como doadores de NO
em artérias onde a atividade da sintase de NO esta comprometida (JAROS et al.,
2007).

Alguns derivados de oximas também tém apresentado atividade
anticoagulante, antidiabética, analgésica e antiinflamatoria (ABELE et al, 2005).
Além disso, estes compostos tém apresentado propriedades antidepressivas e
bactericidas (ABELE et al, 2004).

O envolvimento da via NO-GMPc no relaxamento de anéis de aorta de rato
pré-contraidos com FEN induzido por L-NOHA e outros compostos que apresentam
o grupo funcional C=NOH foi evidenciado pela inibicdo induzida por 2-fenil-4,4,55-
tetrametilimidazolina-1-oxil-3oxido (PTIO), um sequlestrador de NO, e ODQ, um
inibidor da CGs (VETROVSKY et al.,, 2002). Adicionalmente, como o efeito
vasorelaxante dos derivados de oximas sdo similares em anéis de aorta com ou sem
endotélio funcional, sugerindo que o metabolismo e a formacao de NO acontecem
na célula muscular lisa (CHALUPSKY et al., 2004) e estudos demonstram que,
compostos derivados de oximas, funcionam como drogas vasorelaxantes em
condicoes in vitro e in vivo (JAROS et al., 2007).

Segundo Vetrovsky et al. (2002), estudos adicionais sdo necessarios para
avaliar o envolvimento do NO liberado dos compostos que apresentam o
grupamento C=NOH e, esses compostos, devem ser testados em diferentes leitos

vasculares.
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Dentro deste contexto, a D-arabinose oxima € uma substancia sintética com
massa molecular igual a 164 g/mol, caracterizada por apresentar o grupo funcional

C=NOH e foi o objeto deste estudo (Figura 1).

Figura 1- Estrutura quimica da D-arabinose oxima



OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

v' Avaliar os efeitos farmacolégicos induzidos por D-arabinose oxima , buscando

elucidar seu mecanismo de agéo.

2.2 Especificos

v Caracterizar o mecanismo de acao envolvido no efeito de D-arabinose oxima
em artéria mesentérica superior isolada de rato, procurando investigar o possivel

envolvimento do NO neste mecanismo;

v Comparar o perfil farmacolégico da D-arabinose oxima com DEA-NO, um
protétipo de doador espontaneo de 6xido nitrico, em artéria mesentérica superior

isolada de rato.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL
3.1.1 Animais

Para a realizagcdo da pesquisa foram usados ratos albinos da espécie Rattus
norvegicus da linhagem Wistar (Figura 2). Foram utilizados apenas animais machos
adultos, pesando entre 250 e 300 gramas, mantidos sob condi¢cées controle de
temperatura (22 + 1°C), com ciclo claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso a
alimentacdo e a agua. Os experimentos foram realizados na faixa de horario
compreendida entre (07 — 12) e (13 —18) horas. Os animais experimentais foram
obtidos do Biotério Prof. Thomas George do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica
Prof. Delby Fernandes de Medeiros da Universidade Federal da Paraiba
(LTF/UFPB).

Figura 2 - Rato Wistar (Rattus norvegicus)
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3.1.2 Substancias

Para a realizacdo dos protocolos experimentais foram utilizadas as seguintes
drogas: cloridrato de L-fenilefrina (FEN), cloridrato de acetilcolina (ACh), N®-nitro-L-
arginina-metil-éster (L-NAME), (1H-(1,2,4-) oxadiazolo (4,3-a)-quinoxalin-1-one
(ODQ), 2-fenil-4,4,55-tetrametilimidazolina-1-oxil-3 éxido (PTIO) e proadifeno, todos
obtidos da Sigma-Aldrich (EUA). Cloridrato de hidroxidocobalamina (HDX) obtida da
Bristol-Myers Squibb (Brasil) e dietilamina — complexo de 6xido nitrico (DEA-NO)
obtido da RBI (EUA). O ODQ e o PTIO foram dissolvidos em DMSO e as demais
substancias foram dissolvidas em agua destilada.

3.1.3 Preparacao da solucao-estoque de D-arabinose oxima

A D-arabinose oxima (Fig.1) é uma substancia de MM = 164 g/mol, que foi
sintetizada e disponibilizada pelo Prof. Dr. Ricardo José Alves do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG.

A oxima foi solubilizada em cremofor (0,5%) e diluida em agua destilada até a

concentragdo de 10

Molar (solucdo-estoque) e acondicionada temperatura
controlada e ao abrigo da luz.

Imediatamente antes da realizacdo de cada protocolo experimental, a oxima
era diluida em agua destilada até as concentragdes desejadas (10 ° — 10 ~'M) para

0s experimentos.

3.1.4 Solucoes Nutritivas

Foram utilizadas solu¢des nutritivas preparadas imediatamente antes dos
experimentos. O potencial hidrogenionico (pH) destas preparagdes foi mensurado e,
quando necessario, ajustado para o pH = 7,4 (Medidor de pH portatil — WTW D-
82362, Weiheim). As solugcdes foram preparadas utilizando-se as seguintes
substancias: cloreto de sédio (NaCl), cloreto de potassio (KCI), cloreto de calcio
dihidratado (CaCl.2H.0), sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSQ4.7H20),
cloreto de magnésio hexa-hidratado (MgCl..6H20), glicose (Ce¢H120¢) (todas obtidas
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da MERCK, Brasil), bicarbonato de soédio (NaHCO3) e fosfato de so6dio mono-
hidratado (NaH2PQO4.H4O) (ambos da VETEC, Brasil). As composi¢cdes das solucdes
utilizadas estao expressas nas tabelas abaixo:

Tabela 1- Composicao da solucéo de Tyrode normal

Substancias Concentragcoes (mM)
- Nl 13

KCI 4,0

CaCl,2H,0 2,0
MgCl..6H.0 1,05
NaHCO; 10,0

NaH,PO4 H.O 0,4

CeH1206 5,6

Fonte: TANAKA et al., 1999.

Tabela 2- Solucédo de Tyrode com cloreto de potassio a 20 mM

Substancias Concentracoes (mM)
NaCl 142,3
KCI 20,0
CaCl,2H,0 2,0
MgCl..6H.0 1,05
NaHCO; 10,0
NaH.PO4,H.0 0,4
CsH1206 5,6

Fonte: Adaptado de TANAKA et al., 1999.
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3.2 METODOS

Para o desenvolvimento da pesquisa foram utilizados ensaios farmacoldgicos
in vitro, utilizando artéria mesentérica superior isolada de rato. Os experimentos
foram realizados no Laboratério de Farmacologia Cardiovascular. Todos os
protocolos experimentais foram devidamente avaliados e aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa Animal (CEPA) do LTF/UFPB, obtendo o parecer n2 1003/07.

3.2.1 Preparacao de anéis de artéria mesentérica superior isolada

de rato

Os ratos eram eutanaziados por deslocamento cervical. Em seguida era
realizada uma incisdo no abdome para a retirada da artéria mesentérica superior. A
artéria foi separada de tecidos conectivos e adiposos e cortada em anéis de 1-2 mm
que foram mantidos em cubas de vidro contendo solucdo nutritiva de Tyrode, a 37
°C e aeradas com uma mistura carbogénica de 95% de O, e 5% de CO; (Fig.3). Os
anéis eram suspensos por linhas de algodao fixadas a um transdutor de forca
acoplado a um sistema de aquisicao (Miobath-4, WPI, Sarasota, EUA), previamente
calibrado, para o registro das tensbdes isométricas (Figura 3). Os anéis foram
submetidos a uma tensao constante de 0,75 gramas por um periodo de 60 minutos.
Durante esse tempo o meio nutritivo foi renovado a cada 15 minutos para prevenir a
interferéncia de metabdlitos (ALTURA; ALTURA, 1970).

Duas contragdes tdnicas submaximas a FEN 10 uM, as quais se estabilizam
em torno de 25 minutos, foram registradas. Uma nova contragéo induzida por FEN
(1 nM — 10 uM) foi obtida e D- arabinose oxima (10 ~'?a 10 ~* M) foi adicionada no

componente ténico desta curva de maneira cumulativa.
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Figura 3- Identificacdo da artéria mesentérica superior de rato (A). Remocédo da
artéria (B). Limpeza da artéria em placa de petri com retirada de tecidos adiposos e
conectivos (C). Anéis de artéria superior isolada de rato em cuba para érgao isolado,
suspensos por hastes de metal e linhas de algodao a um transdutor de forga para o
registro das tensdes isométricas (D)

A presencga de endotélio funcional era verificada pelo relaxamento dos anéis
apoés adicdo de 10 uM de acetilcolina (ACh). Foram considerados com endotélio, os
anéis com relaxamento superior a 80 % sobre a pré-contragdo com fenilefrina (FEN).
Ja os anéis com relaxamentos inferiores a 10 %, foram considerados sem endotélio
(FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980).
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Figura 4- Sistema de aquisicdo de dados para 6rgao isolado

3.2.2 Protocolos experimentais

3.2.2.1 Curva concentracao-resposta induzida por D-arabinose

oxima em anéis de artéria mesenterica superior isolada de rato

Para avaliar a atividade de D-arabinose oxima (10 ~'?a 10 ~* M) sobre anéis
de artéria mesentérica superior isolada de rato, foram induzidas contracbes com
FEN (1 nM a 10 pM). Apds a estabilizacdo da contragdo (fase tbnica), as
preparacdes foram submetidas a concentragbes crescentes de D-arabinose oxima

(10 7?2 10 ™ M) de maneira cumulativa para obtencdo das curvas concentracéo-
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resposta (Figura 5). As resposta obtidas na presenca de endotélio funcional foram
comparadas com as respostas obtidas na auséncia do mesmo.

A reversibilidade do efeito induzido por D-arabinose oxima (10 ~?a 10 ™ M)
foi avaliada através da substituicdo da solugao nutritiva (lavagem das preparagdes)
contendo as concentragdes cumulativas desta substancia, por nova solugéao nutritiva.
Apds um periodo de 20 minutos, uma nova contracdo com FEN (10 yM) foi induzida

para verificar se o tecido ainda apresentava responsividade a este agente

contracturante.
DAO
A ACh (10 puM) (10 2a10* M)
Anéis com ”
endotélio vascular .
(E+)
Lavagem
FEN (10uM) FEN (1 nM a 10 uM)
12DAO .
B ACh (10 uM) (107"a10™" M)

l Lavagem

Anéis sem
endotélio vascular

(E-)

!

FEN (10 uM) FEN (1 nM a 10 pM)

Figura 5: Representacao esquematica do protocolo experimental para avaliacdo do
efeito de.concentragdes crescentes de D-arabinose oxima (10 - 10 * M) em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato, pré-contraidos com FEN (10
uM). (A) Anéis com endotélio funcional. (B) Anéis sem o endotélio funcional.
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3.2.2.2 Verificacao da participacao da sintase de NO na resposta
vasorelaxante induzida por D-arabinose oxima em anéis de artéria

mesenterica superior isolada de rato

Para avaliar-se a participacao da sintase de NO no mecanismo vasorelaxante
induzido por D-arabinose oxima (10 ~'?- 10 ~* M), as preparagdes foram incubadas
com L-NAME 100 pM, um inibidor competitivo da sintase de NO (MONCADA;
HIGGS, 1993). Apds 30 min, uma nova contracdo induzida com FEN (1nM - 10 uM)
foi obtida e na fase tbnica desta contracdo foram adicionadas concentracoes
crescentes de D-arabinose oxima (10 ~'2- 10 ™ M) de maneira cumulativa (Figura 6).
As respostas obtidas apds a adicao de L-NAME 100 yM foram comparadas com as
respostas obtidas na auséncia do mesmo (controle). Os valores de pD, foram

obtidos e comparados.

12DAo 4
ACh (10 M) (10 "2a10* M)

l Lavagem

! f

FEN (10 uM) I]_gloAm\/llz FEN (1nM a 10 pM)

Figura 6 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagédo do
efeito de.concentracdes crescentes de D — arabinose oxima (10 ~2- 10 ™ M) em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato, sem endotélio funcional pré-
contraidos com FEN (1 nM - 10 uM) e pré-incubados com L-NAME 100 uM
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3.2.2.3 Participacao da via do citocromo P-450 na resposta induzida
por D-arabinose oxima em anéis de artéria mesentérica superior

isolada de rato

O envolvimento da via do citocromo P-450 foi avaliado através da incubacéao
das preparagdes com proadifeno (30uM), um inibidor desta via enzimatica (KOZAK
et al., 2000). Apds 30 min. foi induzida uma nova contragdo com FEN (1 nM - 10 pM)
e, em seguida, uma curva concentracdo-resposta para D-arabinose oxima (10 ~'2 -
10 ™ M) foi obtida (Figura 7). A resposta obtida com a oxima foi comparada na
presenca e na auséncia (controle) de proadifeno.

DAO

-12 -4
ACh (10 M) (10 "2a 10 * M)

l Lavagem

f f

FEN (10 uM) Prsooaiif'v?n FEN (1 nM a 10 uM)

Figura 7 - Representacao esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do
efeito de.concentragdes crescentes de D-arabinose oxima (10 - 10 * M) em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato, sem endotélio funcional pré-
contraidos com FEN (1 nM - 10 uM) e pré-incubados com proadifeno 30 uM
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3.2.2.4 Avaliacao da participacao do NO na resposta induzida por D-
arabinose oxima em anéis de artéria mesenterica superior isolada

de rato

Para avaliar o envolvimento do NO na resposta vasorelaxante induzida
pela oxima, as preparacbes foram pré-incubadas, separadamente, com
hidroxocobalamina, HDX (30 pM), ou PTIO (300 uM), ambos, conhecidos
sequestradores de NO (BRODERICK et al., 2005; GOLDSTEIN et al., 2003). Apds
30 min, uma nova contracéo induzida com FEN (1 nM - 10 yM) foi obtida e na fase
tbnica desta contracdo foram administradas concentracdes crescentes de D-
arabinose oxima (10 ~'?- 10 ™ M) de maneira cumulativa (Figura 8). As respostas
obtidas ap6s a adicdo dos seqUestradores foram comparadas com as respostas
obtidas na auséncia dos mesmos (controles).

DAO

-12 -4
ACh (10 uM) (10 "2a 10 * M)

l Lavagem

f f

FEN (10 pM) HDX ou PTIO FEN (1 nMa 10 uM)
20 M 200 1M

Figura 8 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do
efeito de.concentragdes crescentes de D-arabinose oxima (10 - 10 * M) em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato, sem endotélio funcional pré-
contraidos com FEN (1 nM - 10 uM) e pré-incubados com HDX 30 uM ou PTIO 300
uM
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3.2.2.5 Investigacao da participacao de canais para potassio (K*) na
resposta vasorelaxante induzida por D-arabinose oxima em anéis

de artéria mesentérica superior isolada de rato

Com o objetivo de avaliar o envolvimento dos canais para potassio na
resposta vasorelaxante induzida por D-arabinose oxima (10 ™2 - 10 ~* M), apés o
periodo de estabilizacao, a solugdo de Tyrode normal foi substituida por solugéo de
Tyrode com KCI na concentragédo de 20 mM (Tabela 2). Este procedimento impede
parcialmente o efluxo de K* e atenua o relaxamento mediado por abertura de canais
para potassio (CLARK; FUCHS, 1997; CAMPBELL; HARDER, 1999). Apds 30 min,
uma nova contracao induzida com FEN (1 nM a 10 yM) foi obtida e na fase ténica
desta contracdo foram adicionadas a cuba concentracbes crescentes de
D-arabinose oxima (10 ~'?a 10 ™ M) de maneira cumulativa (Figura 9). Este mesmo
procedimento foi realizado na presenca de um inibidor especifico da CGs, ODQ
(10uM), (GARTHWAITE et al, 1995), com o objetivo de avaliar se a participacao dos
canais para potassio poderia estar sendo mediada por mecanismo dependente de
GMPc.

DAO
ACh (10 uM) (10 a10™* M)

l Lavagem

E i

FEN (10 uM) KC120 ou KC120+0ODQ FEN (1 nMa 10 uM)

Figura 9- Representacao esquematica do protocolo experimental para avaliacao do
efeito de.concentragdes crescentes de D-arabinose oxima (10 72 - 10 * M) em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato, sem endotélio funcional pré-
contraidos com FEN (1 nM - 10 uM) e pré-incubados com KCI 20 mM isoladamente
ou conjuntamente com ODQ 10 yM.
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3.2.2.6 Investigacao da participacao da via NO/GMPc na resposta
induzida por D-arabinose oxima em anéis de artéria mesentérica

superior isolada de rato

Para avaliar a participacao da via NO/GMPc, as preparacoes foram incubadas
com ODQ (10 pM), um inibidor especifico da CGs (GARTHWAITE et al, 1995)
separadamente ou conjuntamente com HDX (30 uM), um sequestrador de NO. Apds
30 min. foi induzida uma nova contracao com FEN (1 nM - 10 uM) e, em seguida, a
curva concentragao-resposta para D-arabinose oxima (10 72 - 10 ~* M) foi obtida
(Figura 10). A resposta obtida apos a adicao da(s) ferramenta(s) farmacoldgica(s)

foi comparada com a resposta obtida na auséncia das mesmas (controle).

12DAo 4
ACh (10 uM) (10 "2a 10 * M)

l Lavagem

FEN (10 uM) ODQ ou ODQ + HDX FEN (1 nM a 10 uM)
10uM  10puM 30 uM

Figura 10 - Representacdo esquematica do protocolo experlmental 2para avallagao
do efeito de.concentracdes crescentes de D — arabinose oxima (10 ~'#- 10 ™ M) em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato, sem endotello funC|onaI pré-
contraidos com FEN (1 nM - 10 uM) e pré-incubados com ODQ 10 uM
separadamente ou conjuntamente com HDX 30 uM.
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3.2.2.7 Curvas concentracao-resposta induzidas por DEA-NO,
doador de 6xido nitrico, em anéis de artéria mesentérica superior

isolada de rato

Para avaliar a atividade de DEA-NO sobre anéis de artéria mesentérica
superior de rato, foram induzidas contragbes com FEN (1 nM - 10 uM). Apéds a
estabilizacdo da contracdo, as preparacdes foram submetidas a concentracdes
crescentes do referido doador de NO (10 "' - 10 ® M) de maneira cumulativa para

obtencao das curvas concentracao-resposta (Figura 11).

DEA-NO

-1 -3
ACh (10 uM) (10 ""a 10 m)

l Lavagem

!

FEN (10 uM) FEN (1 nM a 10 uM)

Figura 11 - Representacdao esquematica do protocolo experimental para avaliagao
do efeito de DEA-NO (10 7" - 10 = M) em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato sem endotélio funcional, pré-contraidos com FEN (1 nM - 10 uM).
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3.2.2.8 Avaliacao da participacao do oxido nitrico na resposta
induzida por DEA-NO em anéis de artéria mesentérica superior

isolada de rato

Para avaliar o envolvimento do NO na resposta induzida por DEA-NO, as
preparacées foram pré-incubadas com hidroxocobalamina, HDX (30 pM), um
sequestrador de NO radical livre. Apés 30 min, uma nova contragdo induzida com
FEN (1 nM -10 pM) foi obtida e na fase tnica desta curva foram administradas
concentracdes crescentes de DEA-NO (10 ™" — 10® M) de maneira cumulativa
(Figura 12). As respostas obtidas apds a adicao do sequiestrador foi comparada com
a resposta obtida na auséncia do mesmo (controle).

DEA-NO

-1 -3
ACh (10 uM) (10"a10%m)

l Lavagem l

!

FEN (10 uM) HDX FEN (1 nM a 10 pM)
30 uM

Figura 12 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagéo
do efeito de DEA-NO (10 "' - 10 ® M) em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato sem endotélio funcional, pré-contraidos com FEN (1 nM - 10 uM) e
pré-incubados com HDX 30 uM .
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3.2.2.9 Verificacao da participacao da via NO/CGs na resposta
vasorelaxante induzida por DEA-NO em anéis de artéria

mesenterica superior isolada de rato

Para investigar a participacdo da via NO/CGs, as preparagdes foram
incubadas com ODQ (10 pM), um inibidor da ciclase de guanilil solavel
(GARTHWAITE et al, 1995). Apds 30 min. foi induzida uma nova contragdo com FEN
(1 nM a 10 uM) e, em seguida, uma curva concentracao-resposta para DEA-NO
(10 7' — 10 M) foi obtida (Figura 13). A resposta obtida apés a adicdo da referida
ferramenta farmacologica foi comparada com a resposta obtida na auséncia da

mesma (controle).

DEA-NO

-1 -3
ACh (10 uM) (10"a10 " M)

l Lavagem

f f

FEN (10 uM) 1OnDC|§)/| FEN (1 nM a 10 uM)
11

Figura 13- Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do
efeito de DEA-NO (10 7''- 10 = M) em anéis de artéria mesentérica superior isolada
de rato sem endotélio funcional, sem endotélio funcional pré-contraidos com FEN (1
nM - 10 uM) e pré-incubados com ODQ 10 uM.
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3.2.2.10 Participacao da via do citocromo P-450 na resposta
induzida por DEA-NO em anéis de artéria mesentérica superior

isolada de rato

O envolvimento da via do citocromo P-450 foi avaliada através da incubacéao
com proadifeno (30pM), um conhecido inibidor desta via. Ap6s 30 min. foi induzida
uma nova contragdo com FEN (1 nM - 10 uM) e, em seguida, uma curva
concentragdo-resposta para DEA-NO (10 ="' — 10 M) foi obtida (Figura 14). A
resposta obtida na presenca de proadifeno foi comparada com a resposta obtida na

sua auséncia (controle).

DEA-NO

-1 -3
ACh (10 uM) (10 ""a 10 m)

l Lavagem

f !

FEN (10 uM) Prggdif&no FEN (1 nM a 10 uM)
. 1

Figura 14- Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliacdo do
efeito de DEA-NO (10 ~''- 10 > M) em anéis de artéria mesentérica superior isolada
de rato sem endotélio funcional, pré-contraidos com FEN (1 nM - 10 uM) e pré-
incubados com proadifeno 30 uM .
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média. Foi utilizado
o teste t Student quando apropriado. Os valores foram considerados
estatisticamente significantes quando p< 0,05.

Os valores do logaritmo negativo da CEsy (pD2) foram obtidos através de
regressdes nao-lineares das curvas concentracdo-resposta obtidas em cada
protocolo experimental. As curvas foram ajustadas através da equacado de Hill

descrita abaixo (Fig. 15):

Y= Enip + (Emax = Emin)

(1 +10 ((log EC50 — X) * Coeficiente de HiII))

Figura 15- Equacéao sigmoidal dose-resposta (equacao de Hill)

Nos experimentos realizados neste trabalho, Y representa a percentagem de
relaxamento (resposta); Enin € 0 efeito minimo induzido pela substancia testada;
Enax € o0 efeito maximo induzido pela substancia; X é igual ao logaritmo das
concentragdes usadas da substancia-teste; coeficiente de Hill é o fator de inclinagao
da curva concentracao-resposta e a CEsg € a concentracao da substancia capaz de
induzir 50% do seu efeito maximo correspondente.

Os dados foram analisados através do programa estatistico Graph Pad Prism

versao 4.0.



RESULTADOS



57

4 RESULTADOS

4.1 Efeito relaxante induzido por D-arabinose oxima em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato e a influéncia do endotélio

vascular sobre esta resposta vasorelaxante

A D-arabinose oxima demonstrou uma potente atividade vasorelaxante em anéis de
artéria mesentérica superior isolada de rato pré-contraidos com FEN (1 nM a 10 puM).
Além disso, a administracdo de concentracdes crescentes e cumulativas desta oxima, foi
capaz de induzir o vasorelaxamento tanto em anéis com endotélio funcional (pD, = 5,9 *
0,14) (n = 6) quanto em anéis com endotélio removido (pD2 = 5,7 £ 0,07) (n = 6) de
maneira equipotente (grafico 1).

Também, durante a triagem farmacoldgica preliminar, foi evidenciado que o tempo
necessario para obtencdo da resposta maxima de cada concentracdao da oxima foi
aproximadamente de 8 minutos. Além disso, ap6s 20 minutos foi constatada a
reversibilidade do efeito induzido por D-arabinose oxima com a obtengdo de uma nova
contracdo com FEN, de magnitude similar as contragdes induzidas antes da adicao da
oxima.

Adicionalmente, tanto em preparacbes com endotélio funcional quanto em
preparagées com endotélio removido, pré-contraidas com FEN (1 nM a 10 uM), foi
adicionado o veiculo, cremofor 0,5 %, porém néo foi constatada atividade vasorelaxante,

estatisticamente significante, deste componente (dados ndo mostrados).
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Figura 16- Registro original representativo do efeito induzido por D-arabinose oxima

(10'12-10'4 M) em preparacdo de artéria mesentérica superior isolada de rato sem
endotélio funcional.
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Grafico 1- Curvas concentragéo-rasposta para o efeito vasorelaxante induzido por
. . —12 — L - ;o .

D-arabinose oxima (10 = — 10 M), em anéis de artéria mesentérica superior

isolada de rato com endotélio funcional (triangulo fechado) e removido (quadrado

fechado), pré-contraidos com FEN (1 nM-10 uM). Os dados estdo expressos como
média £ e.p.m. de 6 (seis) experimentos
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4.2 Avaliacao da participacao da sintase de NO na resposta
vasorelaxante induzida por D-arabinose oxima em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato

Para avaliar o envolvimento da sintase de NO no mecanismo vasorelaxante
induzido por D-arabinose oxima (102 a 10* M) foram realizados experimentos na
presenca de um inibidor competitivo da sintase de NO, L-NAME 100 uM,
(MONCADA e HIGGS, 1993). O referido inibidor ndo foi capaz de interferir na
resposta vasorelaxante induzida pela oxima, pois ndo houve diferenca estatistica
entre o relaxamento promovido pela oxima na presenca (pD2 = 5,5+ 0,08) (n=6) e
na auséncia (pD. =5,7 £0,07) (n = 6) de L-NAME 100 uM (Grafico 2).
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pD, = 5,7 + 0,07
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o 254
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° 4 FEN (L-NAME 100pM)
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£ 50
@
P
o
&
754
100- u
) v v v )
12 -10 -8 -6 -4
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Grafico 2 - Curvas concentragédo- resposta para o efeito vasorelaxante induzido por
D-arabinose oxima (10_12 — 10_4M), em anéis de artéria mesentérica superior isolada
de rato sem endotélio funcional, pré-contraidos com FEN (1 nM-10 uM) na ausénsia
(quadrado fechado) e na presenca (triangulo fechado) de L-NAME (100 uM). Os
dados estdo expressos como média + e.p.m. de 6 (seis) experimentos.
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4.3 Avaliacao da participacao da via do citocromo P-450 na
resposta induzida por D-arabinose oxima em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato

O efeito vasorelaxante dependente de concentracao induzido por D-arabinose
oxima foi investigado em preparacgdes pré-incubadas com um inibidor inespecifico da
via do citocromo P-450, proadifeno (80 yM) para avaliar a participacao desta via
enzimatica no referido efeito. Nesta condicdo experimental, o efeito vasorelaxante
induzido por D-arabinose oxima (1072 - 10* M) (Emax = 99,3 + 0,5 %) (n = 6) foi
praticamente abolido (Emax = 6,5 £ 6 %) (n = 6)

0+ A A A
3 i ~1\1 = FEN (Controle)
. : Emax = 99,3+ 0,5
o\o 25' I
"2 4+ FEN (Proadifen 30 pM)
o Eax = 6,5 + 6***
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©
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©
5
o«
754
100-
42 10 -8 6 4

log [D-arabinose oxima] M

Grafico 3 - Curvas concentracao-resposta para D-arabinose oxima (1 0% - 10_4M),
em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato sem endotélio funcional,
pré-contraidos com FEN (1 nM-10 uM) na auséncia (quadrado fechado) e na
presenca (tridangulo fechado) de proadifeno (30 pM). Os dados estdo expressos
como média + e.p.m. de 6 (seis) experimentos. (p < 0,001; controle vs proadifeno)

*kk
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4.4 Avaliacao da participacao do o6xido nitrico radicalar (NO) no

efeito vasorelaxante promovido por D-arabinose oxima em anéis de
artéria mesentérica superior isolada de rato

Para investigar a participagdo do NO radicalar (NO) no mecanismo
vasorelaxante induzido por D-arabinose oxima (1072 - 10 M), as preparacdes foram
pré-incubadas com sequestradores da forma radicalar do NO, HDX 30 uM e PTIO
300 uM. Na presenca, separadamente, dos sequlestradores de NO', HDX e PTIO,
houve uma intensa reducao do efeito maximo induzido por D-arabinose oxima (Emax
=27,6 £4,3 %) (n=6) e (Emax = 35,3 £ 2,2 %) (n = 6), respectivamente, em relagao
aos experimentos controles (Emax = 99,3 £ 0,5 %) (n = 6) (Gréficos 4 e 5).
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Grafico 4 - Curvas concentracao—resposta para o efeito vasorelaxante induzido

. . —12 —4 L. ;o - .
por D-arabinose oxima (10 © — 10 M), em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato sem endotélio funcional, pré-contraidos com FEN (1 nM-10 uM) na
ausénsia (quadrado fechado) e na presenca (triangulo fechado) de HDX (30 puM).
Os dados estdo expressos como média = e.p.m. de 6 (seis) experimentos (p <
0,001; controle vs HDX) ***.
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Grafico 5 - Curvas concentracao—resposta para o efeito vasorelaxante induzido por
D-arabinose oxima (10_12 - 10_4M), em anéis de artéria mesentérica superior isolada
de rato sem endotélio funcional, pré-contraidos com FEN (1 nM-10 uM) na ausénsia
(quadrado fechado) e na presenca (triangulo fechado) de PTIO (300 uM). Os dados
estdo expressos como média = e.p.m. de 6 (seis) experimentos (p < 0,001; controle
vs PTIO) ***.

4.5 Avaliacao da participacao dos canais para potassio sobre a
resposta vasorelaxante induzida por D-arabinose oxima em anéis

de artéria mesentérica superior isolada de rato

Para investigar o envolvimento dos canais para potdssio na resposta
vasorelaxante induzida pela oxima, foi utilizada a solucédo nutritiva de Tyrode com
KCI 20 mM. Nesta condicdo experimental ocorre uma atenuacao do efluxo de K™ que
€ capaz de inibir relaxamentos que sejam mediados por abertura de canais para
potassio (CLARK; FUCHS, 1997; CAMPBELL; HARDER, 1999). Na presenca de KCI
20 mM o relaxamento induzido por D-arabinose oxima (10" - 10* M) foi
significativamente atenuado (Emax = 69,9 £ 0,24 %) (n = 6) em relagdo ao controle
(Emax = 99,3 £ 0,5 %) (n = 6).
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Grafico 6 - Curvas concentracao—resposta para o efeito vasorelaxante induzido por

D-arabinose oxima (10_12 - 10_4M), em anéis de artéria mesentérica superior isolada
de rato sem endotélio funcional, pré-contraidos com FEN (1 nM-10 uM) na ausénsia
(quadrado fechado) e na presencga (triangulo fechado) de KCI 20 mM. Os dados

estdo expressos como média = e.p.m. de 6 (seis) experimentos (p < 0,001; controle
vs KCI 20 mM) ***.

Quando as preparagdes foram pré-incubadas com KCI 20 mM e ODQ 10 uM,
simultaneamente, a inibicdo da resposta vasorelaxante induzida por D-arabinose
oxima (10" a 10™* M) foi potencializada (Grafico 7), apresentando uma intensa
reducao do efeito maximo (Emax = 15,43 £ 9,78 %) (n = 6) em relagdo ao KCI 20 mM
separadamente (Emax = 99,3 £ 0,5 %) (n =6).
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Grafico 7 - Curvas concentracdo—resposta para o efeito vasorelaxante induzido por
D-arabinose oxima (10_12 - 10_4M), em anéis de artéria mesentérica superior isolada
de rato sem endotélio funcional, pré-contraidos com FEN (1 nM-10 uM) na ausénsia
(quadrado fechado) e na presenca (triangulo fechado) de KCI 20 mM e ODQ 10 puM.
Os dados estao expressos como média * e.p.m. de 6 (seis) experimentos (p < 0,001;
controle vs KCI 20 mM + ODQ 10 pM) ***.

4.6 Investigacao da participacao da Enzima Ciclase de Guanilil
Soluvel sobre a resposta vasorelaxante induzida por D-arabinose

oxima em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato

Para avaliar a participagdo da CGs no mecanismo vasorelaxante induzido
pela oxima (102 a 10 M), foi utilizado o (1H-(1,2,4) oxadiazolo (4,3-a)-quinoxalin-1-
one), ODQ (10 uM), um inibidor especifico da CGs (GARTHWAITE et al, 1995). A
presenca do ODQ (Emax = 10,5 £ 6,9 %) (n = 6), praticamente aboliu a resposta
vasorelaxante induzida por D-arabinose oxima (Emax = 99,3 £ 0,5 %) (n = 6).
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ACh (10 pM) D-arabinose oxima
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Figura 17. Registro original representativo do efeito induzido por D-arabinose oxima
(10'2-10* M) em preparacdo de artéria mesentérica superior isolada de rato sem
endotélio funcional, pré-incubada com ODQ 10 puM.
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Grafico 8 - Curvas concentracdo—resposta para o efeito vasorelaxante induzido por
D-arabinose oxima (10_12 - 10_4M), em anéis de artéria mesentérica superior isolada
de rato sem endotélio funcional, pré-contraidos com FEN (1 nM-10 uM) na ausénsia
(quadrado fechado) e na presenca (tridngulo fechado) de ODQ (10 uM). Os dados

estdo expressos como média = e.p.m. de 6 (seis) experimentos. (p < 0,001; controle
vs ODQ) ***.
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4.7 Avaliacao da participacao da via NO-CGs na resposta
vasorelaxante induzida por D-arabinose oxima em anéis de artéria

mesentérica superior isolada de rato

A curva concentracdo—resposta para DAO obtida na presenga concomitante
de um sequestrador de NO*, HDX (30uM) e um inibidor especifico da CGs, o ODQ
(10 pM) pode ser observada abaixo (grafico 6). A combinacdo destas duas
ferramentas farmacoldgicas (Emax = 2,5 £ 3,2 %) (n = 6) foi capaz de abolir a
resposta vasorelaxante induzida pela oxima (Emax = 99,3 £ 0,5 %) (n = 6).
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Grafico 9 - Curvas concentracao-resposta para o efeito vasorelaxante induzido por
D-arabinose oxima (10_12 — 10_4M), em anéis de artéria mesentérica superior isolada
de rato sem endotélio funcional, pré-contraidos com FEN (1 nM-10 yM) na ausénsia
(quadrado fechado) e na presenca (triangulo fechado) de ODQ (10 uM) mais HDX (30
MM). Os dados estdo expressos como média + e.p.m. de 6 (seis) experimentos. (p <
0.001; controle vs ODQ + HDX) ***.
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Os resultados obtidos através dos protocolos experimentais realizados para
investigar os efeitos farmacoldgicos induzidos por D-arabinose oxima em anéis de

artéria mesenterica superior isolada de rato estdo sumarizados abaixo (tabela 3):

Tabela 3 — Sumarizacao dos resultados obtidos com D-arabinose oxima em anéis de
artéria mesentérica superior isolada de rato em diferentes condigdes experimentais

Condicao experimental Emax (%) pD»
Com endotélio funcional 92,7 + 3,7 59+0,14
Sem endotélio funcional # 99,3+0,5 5,7 £ 0,07
Apos L-NAME 100 uM 89,2+4,5 55 +0,08
Apds proadifeno 30 uM 6,5 £ 6,0 ***
Apds HDX 30 uM 27,6 £4,3***
Apds PTIO 300 uM 35,3 £2,2***
Apds KCI 20 mM 69,9 £0,2 ***
Apos KCI 20 mM + ODQ 10 pM 15,4 £9,7 ™
Apdés ODQ 10 uM 10,5+6,9 ™~
Apo6s ODQ 10 uM + HDX 30 uM 2,5+3,0"

# Controle *** p < 0.001 vs controle

4.8 Curva concentracao-resposta para o efeito vasorelaxante
induzido por DEA-NO, doador de 6xido nitrico, em anéis de artéria

mesentérica superior isolada de rato sem endotélio funcional

A adicdo de concentracbes crescentes e cumulativas de DEA-NO
(10 ™" — 10 = M), um doador de 6xido nitrico, foi capaz de induzir um efeito
vasorelaxante dependente de concentragdo em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato sem endotélio funcional (Enax = 104,2 £ 2,2; n = 6) e (pD2 =
6,02 £0,06). A curva concentracao-resposta para DEA-NO pode ser observada
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abaixo (Grafico 10). O tempo médio de relaxamento para cada concentracao de
DEA-NO foi de aproximadamente 5 minutos.

DEA-NO
ACh (10 pM)

10pM 100 pM
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FEN (10 uM)  FEN (1 nM -10 pM)

Figura 18- Registro original representativo do efeito vasorelaxante induzido por DEA-
NO (10"-10° M) em artéria mesentérica superior isolada de rato sem endotélio
funcional.
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Grafico 10 - Curva concentracao—resposta para o efeito vasorelaxante induzido por
DEA-NO (10 ™" = 10 = M), em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato
sem endotélio funcional, pré-contraidos com FEN (1 nM-10 uM) (quadrado fechado).
Os dados estédo expressos como média + e.p.m. de 6 (seis) experimentos.
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4.9 Investigacao da participacao do oxido nitrico (NO’) no efeito
vasorelaxante induzido por DEA-NO em anéis de artéria superior
isolada de rato

O efeito vasorelaxante induzido por DEA-NO (10 "' = 10 ® M) na presenca e
na auséncia de HDX (30 uM). O sequestrador radicalar de NO nao alterou a
resposta vasorelaxante induzida por DEA-NO, nado havendo diferenca estatistica
entre os parametros de poténcia (pD.) ou eficacia (Emax) entre as preparacdes pré-
incubadas com hidroxocobalamina (pD2 = 6,0 £ 0,03) € (Emax = 101,5 £ 5,9 %) (n = 6)
e as preparagdes na auséncia do referido sequestrador (pD2 = 6,1 £ 0,04) e (Emax =
104,2 £ 2,2 %) (n = 6).
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Grafico 11 - Curvas concentracao—resposta para o efeito vasorelaxante induzido por
DEA-NO (10 ™" — 10 ® M), em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato
sem endotélio funcional, pré-contraidos com FEN (1 nM-10 uyM) na ausénsia
(quadrado fechado) e na presenca (triangulo fechado) de HDX (30 uM). Os dados
estao expressos como meédia + e.p.m. de 6 (seis) experimentos.
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4.10 Investigacao da participacao da CGs sobre a resposta
vasorelaxante induzida por DEA-NO em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato

Na presenca do inibidor especifico da CGs, ODQ (10 uM), a resposta
vasorelaxante induzida pelo doador de éxido nitrico (Emax = 104,2 £ 2,2 %) (n = 6) foi
significativamente atenuada (Emax = 26,3 £ 9,5%) (n = 6), com uma intensa reducéo de

seu efeito maximo.

ACh (10 pM) DEA-NO
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ol ——
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4 FEN (1 nM - 10 pM)
FEN (10 pM) 0oDQ 10 uM

500 s

Figura 19-. Registro original representativo do efeito vasorelaxante induzido por DEA-
NO (107'-10° M) em preparacéo de artéria mesentérica superior isolada de rato sem
endotélio funcional, pré-incubada com ODQ 10 pM.
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Grafico 12 - Curvas concentracdo-resposta parao efeito vasorelaxante induzido por
DEA-NO (10 ™" — 10 ® M), em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato
sem endotélio funcional, pré-contraidos com FEN (1 nM-10 uyM) na ausénsia
(quadrado fechado) e na presenca (triangulo fechado) de ODQ (10 pM). Os dados
estdo expressos como média + e.p.m. de 6 (seis) experimentos. (p < 0.001; controle
vs ODQ) ***.

4.11 Investigacao da participacao da via do citocromo P-450 na
resposta induzida por DEA-NO em anéis de artéria mesentérica

superior isolada de rato

O envolvimento da via do citocromo P45 na resposta induzida por DEA-NO
(10 " — 10 3 M) foi avaliada através do pré-tratamento da preparacdo com
proadifeno (80 pM). Nesta condicdo experimental foi evidenciado que o
vasorelaxamento induzido por DEA-NO, obtido na presenca do inibidor da via do
citocromo P- 450, foi mais potente (pD2 = 6,6 £ 0,03; n=6) € (Emax = 104,9 £ 1,7 %; n
= 6) que o controle (pD2 = 6,1 £0,04; n=6) € (Emax = 104,2 £ 2,2 %; n = 6).
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Grafico 13 - Curvas concentracao—resposta para o efeito vasorelaxante induzido por
DEA-NO (10 "' — 10 ®* M), em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato
sem endotélio funcional, pré-contraidos com FEN (1 nM-10 uM) na ausénsia
(quadrado fechado) e na presenca (tridangulo fechado) de proadifeno (30 uM). Os
dados estdo expressos como média + e.p.m. de 6 (seis) experimentos.
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5 DISCUSSAO

Diante de todos os resultados apresentados, constatamos que a D-arabinose
oxima induz um relaxamento independente do endotélio vascular e que este
relaxamento parece ser mediado pela liberacdo da forma radicalar do 6xido nitrico,
liberacao esta, catalisada pelo complexo enzimatico do citocromo P-450, sendo
possivel reunir e correlacionar uma série de evidéncias que apontam esta oxima
como um potencial doador de Oxido nitrico e, portanto, exercendo um efeito
vasorelaxante em artéria mesentérica superior isolada de rato (Tabela 3).

A D-arabinose é uma oxima que apresenta um grupo funcional C = NOH e
varios derivados de oxima foram identificados como doadores de NO em artéria
aorta de rato (VETROVSKY et al., 2002; CHALUPSKY et al., 2004; BERANOVA et
al., 2005), bem como em artéria mesentérica de rato (STEPANOVIC-PETROVIC et
al., 2004) dai a importancia de se estudar a agdo deste composto inédito de funcao
C=NOH, a D-arabinose oxima, sobre artéria mesentérica superior isolada de rato.

Em preparacdes de artéria mesentérica superior isolada de rato com endotélio
funcional, D-arabinose oxima induziu um efeito relaxante dependente de
concentracdo e este efeito ndo foi significantemente alterado apds a remocéo do
endotélio (Gréafico 1), sugerindo que o efeito relaxante induzido pela oxima parece
nao envolver os mediadores endoteliais. Resultados semelhantes foram obtidos por
outros pesquisadores em aorta toracica de rato e em artéria mesentérica de rato,
que evidenciaram um efeito vasorelaxante independente do endotélio funcional
promovido por outros derivados de oxima (VETROVSKY et al., 2002; STEPANOVIC-
PETROVIC et al., 2004). Diante desses resultados, passamos a investigar uma
possivel acao direta de D-arabinose oxima sobre o musculo liso vascular. Além
disso, foi evidenciada uma reversibilidade do efeito vasorelaxante induzido por
D-arabinose oxima, sugerindo que o relaxamento observado nao pode ser atribuido
a eventuais danos da maquinaria contratil do muasculo liso vascular, mas por uma
atividade vasorelaxante promovida pela oxima.

E bem reportado na literatura que varios derivados de oximas funcionam
como doadores de 0xido nitrico causando vasorelaxamento no musculo liso vascular
(JAROS et al.,, 2007). Além disso, € importante ressaltar que a sintase de NO é

responsavel pela oxidacao da L-arginina a L-citrulina (BARRETO et al., 2005) com
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geracao de NO é realizada em duas etapas de reacdo. A primeira etapa envolve
hidroxilagdo do nitrogénio guanidinico terminal da L-arginina, fomando N"-hidroxi-L-
arginina (L-NOHA). Na segunda etapa da reagcdo, a L-NOHA & metabolizada
formando L-citrulina e NO. A sintese de L-NOHA a partir da L-arginina € considerada
especifica da NOS, que apresenta varios sitios de ligacdo para as moléculas de
NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato), FAD (flavina adenina
dinucleotideo), FMN (flavina mononucleotideo) e BH, (tetrahidrobiopterina), além do
dominio de ligacao para a calmodulina (HEMMENS et al. 1998) e s6 apés a clivagem
do grupo funcional C = NOH, que é caracteristico das oximas, da L-NOHA pela
NOS, o NO e a L-citrulina sao liberados (CHALUPSKY et al., 2004).

Diante do exposto, para melhor compreender e elucidar o mecanismo de agao
envolvido no efeito relaxante induzido pela D-arabinose oxima, torna-se de
fundamental importancia avaliar uma possivel participacdo da sintase de NO extra-
endotelial sobre o efeito vasorelaxante dessa oxima, visto que, como ja foi relatado
anteriormente, a sintase de NO é uma das enzimas que catalisa a reacdo de
formacao do NO agindo sobre a ligacdo C=NOH do L-NOHA e consequente
liberacdo deste importante mediador capaz de promover relaxamento da
musculatura lisa dos vasos sanguineos (CHALUPSKY et al., 2004).

O papel da sintase de NO pode ser avaliado se respostas relaxantes forem
reduzidas na presencga de um inibidor desta enzima. Para verificarmos esta hipétese,
utilizamos o NC-Nitro-L-Arginina Metil Ester (L-NAME 100 pM), um inibidor
competitivo da NOS (MONCADA e HIGGS, 1993), uma vez que a substituicao do
substrato habitual da NOS, a L-arginina, por seus analogos ira inibir a producao de
NO e conseqlentemente o relaxamento dos leitos vasculares dependentes da
mesma (FILHO e ZILBERSTEIN, 2000). Nestas condicdes experimentais, o efeito
relaxante induzido pela D-arabinose oxima ndo foi significantemente atenuado na
presenca do inibidor da sintase de NO (Grafico 2), sugerindo, portanto, que uma
possivel biotransformacdo da oxima e consequiente liberacdo de NO parece néo
envolver a sintase de NO neste efeito relaxante induzido pela oxima. Resultados
similares foram obtidos por Chalupsky e colaboradores (2004), com outros derivados
de oxima, utilizando modelo de artéria aorta de rato e por Sampson e colaboradores
(2001), que observaram que o relaxamento induzido por um doador de 6xido nitrico
(DEA-NO) também nao é alterado pela pré-incubacao com L-NAME (100 pM) em

anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato.
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Ignarro et al., (2002) definem que os doadores de NO s&o substancias
farmacologicamente ativas que liberam NO espontaneamente ou que séao
biotransformadas para gerar NO. E bem reportado na literatura que a clivagem
oxidativa do grupo funcional C = NOH da L-NOHA em NO ou outros éxidos de
nitrogénio pode ser catalisada ndo apenas pela sintase de NO, mas também por
outras hemeproteinas, tais como, o complexo microssomal do citocromo P450
(BOUCHER, 1992; RENAUD, 1993; JOUSSERANDOT et al , 1998; MANSUY et al,
1995) ou peroxidases (BOUCHER, 1992).

A via independente da sintase de NO também estd envolvida na clivagem
oxidativa do grupo funcional C = NOH de alguns compostos sintéticos, como por
exemplo, ketoximas que sdo oximas semelhantes a D-arabinose oxima, pois
apresentam o mesmo grupo funcional C = NOH (CHALUPSKY et al.,, 2004;
VETROVSKY et al., 2002; JIA et al., 1998; CARO et al , 2001). Para avaliarmos se o
complexo do citocromo P450, uma via enzimatica responsavel pela produg¢ao de NO
independente da NOS, estaria envolvida na resposta relaxante induzida pela D-
arabinose oxima foi utilizado o proadifeno (também conhecido como SKF 525A), um
inibidor ndo seletivo da via do citocromo P450 (CHALUPSKY et al., 2004). Nestas
condigdes experimentais, o efeito relaxante induzido pela oxima foi praticamente
abolido na presenca do inibidor da via do citocromo P450 (Gréfico 3), sugerindo, que
a biotransformacao da oxima via citocromo P450 é de fundamental importancia para
que o efeito relaxante da oxima seja observado. Resultados similares foram obtidos
por CHALUPSKY et al., 2004 que mostraram que o efeito vasorelaxante induzido por
varios derivados de oxima, tais como: formamidoxima, acetaldoxima, acetona oxima
e acido acetohidroxdmico em anéis de aorta de rato foram abolidos pelo 7 -
etoxiresorufim, um inibidor da isoforma P4501A,, estes resultados corroboram a
participacao do citocromo P450 no efeito vasorelaxante induzido pelas oximas.

Para avaliarmos se o Oxido nitrico seria 0 mediador final responsavel pela
resposta relaxante, independente de endotélio vascular, induzida por D-arabinose
oxima, utilizamos a hidroxocobalamina, um sequestrador do NO, que por apresentar
uma cobalamina oxidada (Cbl(lll)) em sua estrutura, captura o NO formando o
complexo CbI(III)NO, inativando-o. (KRUSZYNA et al.,, 1998) e o 2-fenil-4,4,55-
tetrametilimidazolina-1-oxil-3oxido (PTIO), um nitréxido de nitronil que reage com a
forma radicalar do NO (NO’) formando um nitroxido imino (PTI) e '"NO, (GOLDSTEIN,



77

2003). O éxido nitrico pode existir em uma variedade de espécies quimicas, a
radicalar (NO), ions nitroxil (NO'), e nitrosonium (NO™) e a espécie que predomina
pode diferenciar dependendo da origem do NO (WANSTALL et al., 2001 e DIERKS e
BURSTYN, 1996). Baseado nestas consideragdes, observou-se que o efeito
relaxante independente de endotélio induzido por D-arabinose oxima foi
significantemente atenuado na presenca dos dois sequestradores da forma radicalar
de NO (Gréficos 4 e 5), sugerindo que a espécie de 6xido nitrico envolvida no
mecanismo de D-arabinose oxima parece ser o radical livre (NO’). Resultados
semelhantes também foram observados com outros compostos que apresentam o
grupo funcional C=NOH (ELLIS et al, 2001; SCHUBERT et al, 2004;
BONAVENTURA et al., 2006 e 2007).

Varios autores tém apresentado evidéncias acerca do envolvimento direto e
indireto dos canais para K" na via de sinalizagdo responsavel pelo vasorelaxamento
induzido pelo NO (BOLOTINA et al.; 1994; HOMER e WANSTALL, 1998). Para
verificar se os canais para K" estdo sendo ativados pelo NO liberado pela
D-arabinose oxima experimentos foram realizados na presenca de KCI 20 mM,
condicdo esta que promove um bloqueio parcial do efluxo de K* por deslocar o
potencial de equilibrio do K* (em torno de - 84 mV para — 52 mV) para valores mais
préximos do potencial de repouso dos midcitos (em torno -60 a -40 mV) e atenuando
desta forma relaxamentos mediados pela abertura de canais para K" (GURNEY,
1994; CLARK e FUCHS, 1997). O aumento do K" extracelular de 4 para 20 mM
alterou significativamente o vasorelaxamento dependente de concentracao induzido
pela oxima (Grafico 6), com atenuacdo de seu Ena, sugerindo que a resposta
relaxante induzida por D-arabinose oxima parece envolver a ativacao de canais para
K*.

E bem reportado na literatura, que a via de sinalizagdo predominantemente
responsavel pelo relaxamento vascular induzido por doadores de NO parece
envolver a estimulagdo da CGs, gerando acumulo de GMPc e ativacado da proteina
cinase G (LOHSE et al, 1998). A proteina cinase G realiza fosforilagdes que
promovem ativacdo da ATPase de Ca®** no reticulo sarcoplasméatico (SERCA)
acelerando a recaptacdo de Ca®" para os estoques intracelulares (CORNWELL,et
al.,1991); abertura dos canais para K" na membrana plasmatica hiperpolarizando as
células musculares lisa; fechamento dos canais para Ca?* e ativagdo do trocador

2+]i-

Na*/Ca®* na membrana. Todos estes eventos levam a uma reducéo da [Ca®']. Além
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disto, a proteina cinase G promove fosforilacdo da cinase da cadeia leve da miosina
(MLCK), inativando-a. Todos estes eventos em conjunto levam ao vasorelaxamento
(FURCHGOTT, 1983; BLAUSTEIN, 1989).

Com base nestes dados resolveu-se avaliar se o efeito vasorelaxante
mediado pelo NO, induzido pela oxima, que persiste na presenca de KClI 20 mM
seria devido a ativacdo da CGs no musculo liso vascular. Para avaliar esta hipdtese
experimentos foram realizados na presenca de KClI 20 mM e ODQ 10 uM, um
inibidor seletivo da CGs (GARTHWAITE et. al.,, 1995), nestas condicoes
experimentais o efeito vasorelaxante induzido pela oxima foi praticamente abolido
(Gréfico 7), sugerindo a participagéo da via da CGs no mecanismo de agao induzido
pela D-arabinose oxima. Interessantemente, na presengca de ODQ 10 uM
isoladamente as respostas relaxantes induzidas por concentracdes crescentes de D-
arabinose oxima em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato, sem
endotélio funcional, foram significantemente reduzidas (Grafico 8), nas mesmas
proporcoes observadas nas preparacoes pré-tratadas com HDX 30 uM + ODQ 10
MM ou ODQ 10 uM + KCI 20 mM, sugerindo que o NO liberado da D-arabinose
oxima através de uma reacdo de oxidacdo catalisada por enzimas do complexo
citocromo P450 promova o seu efeito vasorelaxante por ativacdo da CGs e canais
para K*. Resultados similares também ja foram obtidos utilizando-se outros doadores
de NO (WANSTALL et al., 2001; FEELISCH et al., 1999; LUNARDI et al., 2007).

Com o intuito de comparar o perfil farmacoldgico induzido por D-arabinose
oxima com um doador padrao de NO, foi utilizado o 2-(N,N- dietilamina)-diazenolato-
2-oxido (DEA-NO) que libera espontaneamente a forma de NO radicalar (NO)
(ALENCAR, 2003; HOMER, 1998), mesma espécie de NO que a D-arabinose oxima
parece liberar. O relaxamento promovido por DEA-NO em artéria mesentérica nao
foi significantemente alterado apés pré-incubacdo com N — nitro- L- arginina metil
éster (L-NAME 100 uM) ou apés remocao do endotélio funcional (SAMPSON et al.
2001), resultados estes, similares aos obtidos com a D-arabinose oxima,
corroborando com os dados para utilizacdo de DEA-NO como doador padrdo de NO
para realizacdo de um estudo comparativo com a oxima em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato. Com a finalidade de avaliar se DEA-NO
promoveria efeito vasorelaxante semelhante ao observado pela D-arabinose oxima,

foram realizados experimentos em preparacbes de artéria mesentérica superior



79

isolada de rato, pré-contraidas com FEN 1 nM -10 uM, e observou-se que o DEA-NO
induziu um efeito relaxamente dependente de concentracao (Grafico 10), similar ao
da oxima, que foi significantemente atenuado na presenca de ODQ, sugerindo que o
NO" liberado espontaneamente pelo DEA-NO e responsavel pelo seu efeito
relaxante, age principalmente ativando a ciclase de guanilil soluvel e estes
resultados foram semelhantes ao observado com oxima.

Alguns autores também demonstraram que doadores espontaneos de NO
apresentam um componente nao sensivel ao ODQ como observado com o DEA-NO
(MILLER et al., 2004; SAMPSON et al., 2001; HOMER et al., 1999). Entretanto, o
efeito relaxante induzido pelo DEA-NO nao foi significantemente alterado apds
adicdo da hidroxicobalamina (Grafico 11), um sequestrador do NO radicalar.
Contudo, esse resultado isoladamente, ndo exclui o envolvimento da espécie
radicalar do NO no efeito vasorelaxante induzido por DEA-NO. Uma possivel
explicagdo para essa evidéncia pode ser a saturacdo do mecanismo de sequestro
da Cbl (Ill) da HDX, visto que o efeito obtido com DEA-NO (10" — 10 M) em artéria
mesentérica chegou a alcancar os 100 % de relaxamento, em anéis sem endotélio
funcional e pré-contraidos com FEN (1 nM — 10 uM), na concentragdo de 10° M,
mostrando que o DEA-NO é um composto extremamente potente e rapido,
propriedades estas, possivelmente atribuidas, a uma intensa liberagdo de éxido
nitrico e que parece superar a capacidade de seqlestro da HDX que foi usada na
concentracao Unica de 30 uyM. Entretanto, para melhor fundamentar esta sugestao,
experimentos deverdo ser realizados com outras concentragbes de
hidroxocobalamina, bem como com outros sequestradores de NO.

O DEA-NO também foi testado em preparagdes de artéria mesentérica pré-
incubadas com proadifeno 30 pM, inibidor da via do citocromo P-450. Nestas
condicbes experimentais, foi observado que o proadiafeno potencializou o efeito
vasorelaxante induzido por DEA-NO (Grafico 12) . Adicionalmente, ja foi reportado
que o DEA-NO faz parte de uma classe de doadores de NO (NONOatos) que nao
requerem ativacao enzimatica para produzir 6xido nitrico (HOMER et al., 1999), pois
liberam NO espontaneamente (ALENCAR et al., 2003). Como mencionado antes,
diferentemente do que ocorre com DEA-NO, o envolvimento da via enzimatica do
citocromo P-450 parece ser fundamental para o mecanismo de acédo da D-arabinose

oxima.
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Por fim, estes resultados em conjunto sugerem que a D-arabinose oxima
produz efeito relaxante em artéria mesentérica superior isolada de rato independente
do endotélio funcional que envolve a liberacdo de NO na forma radicalar (NO)
através de reacao catalisada por enzimas do complexo microssomal do citocromo
P-450 e conseqlente ativagdo da ciclase de guanilil solivel e canais para K'.
Portanto, em conjunto, os resultados obtidos com o estudo farmacolégico de D-
arabinose oxima em artéria mesentérica superior isolada de rato, sugerem que a
oxima esteja se comportando com uma potencial substancia doadora de éxido nitrico

no modelo estudado.



CONCLUSOES



82

6 CONCLUSOES

Através das observacdes experimentais obtidas com o estudo farmacologico
de D-arabinose oxima em artéria mesentérica superior isolada de rato, pode-se

reunir as seguintes evidéncias:

v D-arabinose oxima induz vasorelaxamento em anéis de artéria mesentérica

superior isolada de rato de maneira independente de endotélio vascular;
v O referido efeito vasorelaxante parece néo envolver a sintase de NO;

v Provavelmente, o mecanismo de liberagcdo do NO nao é espontdneo, como
ocorre com o DEA-NO, mas parece requerer ativacao enzimatica com possivel
participacdo do complexo enzimatico do citocromo P-450;

v O oxido nitrico é, provavelmente, o principal mediador na resposta
vasorelaxante induzida pela oxima, ativando a via NO-sCG e induzido o relaxamento

vascular;

4 O efeito relaxante induzido por D-arabinose oxima, provavelmente, envolve
ativacao de canais para potassio e, consequente, repolarizacao/hiperpolarizacéo e

vasorelaxamento.
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Figura 20- Esquema representativo do suposto mecanismo vasorelaxante de
D-arabinose oxima em artéria mesentérica superior isolada de rato. (1) Transporte
da oxima para o meio intracelular; (2) Interacdo enzimatica da oxima com o
complexo do citocromo Pg4s0; (3) Interagdo do 6éxido nitrico formado com o
grupamento heme da ciclase de guanilil soluvel; (4) Convercdo do GTP em GMPc
pela CGs; (5) Ativacao de canais para potassio pelo GMPc; (6) Relaxamento do
musculo liso vascular
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7 PERSPECTIVAS

v Realizar experimentos bioquimicos para dosagem de GMPc e de NO
buscando melhor caracterizar a participacdo do Oxido nitrico no mecanismo

vasorelaxante induzido por D-arabinose oxima;

v Comparar o perfil da atividade farmacolégica de D-arabinose oxima com um
doador indireto de NO, poderia contribuir para o conhecimento da natureza de
liberagédo do NO induzida pela oxima;

v Investigar a citotoxicidade através da viabilidade das células musculares lisas
vasculares pelo ensaio do MTT;

v Realizar protocolo com um sequestrador da espécie nitroxil (NO-), L-cisteina,
para melhor caracterizar a espécie de 6xido nitrico envolvida no efeito relaxante de

D-arabinose oxima ;

v Determinar qual tipo de canal para potassio poderia estar envolvido no

mecanismo de acdo induzido pela oxima;

4 Avaliar os efeitos cardiovasculares induzidos por D-arabinose oxima, através
de abordagem experimental in vivo, com animais normotensos, bem como, sobre

modelos de hipertensao arterial.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

