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RESUMO

A Hipertensdo arterial € um problema de saude publica, e mesmo apds a
descoberta de varias classes de medicamentos, ainda existem pacientes que
nao respondem de forma eficiente aos tratamentos. Uma nova classe a ser
estudada sdo os Peptideos Potenciadores de Bradicinina (PPB’s) nao
candnicos, o diferencial destes peptideos, comparando com os PPB’s classicos
ou candnicos, é o mecanismo de acdo, sendo que os PPB’s classicos agem via
inibicdo da enzima conversora de angiotensina, e os PPB’s ndo classicos agem
como agonistas dos receptores B2, potencializando os efeitos fisioldgicos da
bradicinina (BK), um peptideo enddgeno responsavel, dentre outros efeitos,
pela regulagdo da pressao arterial. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
cardiovascular de um peptideo sintético similar ao peptideo KPP, com a sua
porcao N-terminal acetilada e C-terminal amidada (H3CO-Lys-Pro-Pro-NH2 ou
ackKPPam), um Peptideo Potenciador de Bradicinina (PPB) nao classico.
Através de testes de reatividade vascular ex vivo foram verificados que o
peptideo é capaz de uma agao vasodilatadora, utilizando a cascata de sintese
do o6xido nitrico e endotélio dependente. Outro teste utilizado foi o de atividade
anti-hipertensiva in vivo, onde foi possivel verificar que o peptideo acKPPam
possui uma atividade anti-hipertensiva. Desta forma, o peptideo acKPPam
apresenta um potencial para, futuramente, servir como modelo para o

desenvolvimento de uma nova classe de medicamentos anti-hipertensivos.



ABSTRACT

Hypertension is a public health problem, and even after discovering various
antihypertensive drugs, there are still patients that do not respond effectively to
current treatments. A new class to be studied is the non-canonical Bradykinin
Potentiating Peptides (BPPs). Unlike the canonical BPPs that are inhibitors of
the angiotensin-converting enzyme (ACEi), the non-canonical BPPs act as B2
receptor agonists, enhancing the physiological effects of bradykinin (BK), an
endogenous peptide responsible, among other effects, for regulating blood
pressure. The aim of this study was to evaluate the cardiovascular effects of a
synthetic peptide similar to the KPP peptide, a non-canonical BPP, with its N-
terminal acetylated and C-terminal amidated (H3CO-Lys-Pro-Pro-NH2 or
acKPPam). Using ex vivo vascular reactivity assays, it was verified that the
peptide induces vasodilating in nitric oxide- and endothelium-dependent
manner. In vivo antihypertensive assay was also done, where it was possible to
verify that the ackKPPam peptide has antihypertensive activity. Thus, the
acKPPam peptide has the potential to serve as a model for future development

of a new class of antihypertensive drugs.
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1. INTRODUGAO

1.1 Os Sistemas Renina-Angiotensina e Calicreina-Cininas

O sistema renina angiotensina (SRA) é um dos principais componentes que
controlam a homeostase, através do controle central e periférico da pressao
arterial. O SRA é composto por uma proteina plasmatica de alta massa
molecular, o angiotensinogénio, e varios peptideos que sao originados dessa
proteina pela agdo de enzimas proteoliticas (Figura 1). O SRA apresenta dois
eixos funcionais, o eixo classico e o eixo protetor. O eixo classico é formado
pela enzima conversora de angiotensina (ECA), a angiotensina Il e o seu
receptor AT1. Este eixo induz o aumento da presséo arterial, aumento da
reabsorcao renal de agua e soédio, hipertrofia e proliferacao celular. O eixo
protetor, composto por uma proteoforma da ECA (ECA 2), o peptideo
angiotensina-(1-7) e o seu receptor Mas, é assim chamado pois modula
negativamente varios efeitos deletérios do eixo classico (Passos-Silva et al.,

2013; Santos et al., 2013).
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Figura 1 —Visdo atual do sistema renina angiotensina, seus componentes e efeitos

principais (Gironacci ef al., 2014).

O sistema calicreina-cinina € composto pelas enzimas calicreina plasmatica e
tecidual, cininases e enzimas conversoras de cininas, além da proteina
plasmatica cininogénio, que pode ser de alta e baixa massa molecular, HMWK
e LMWK, respectivamente, e pelas cininas, que sao peptideos plasmaticos. Os
efeitos fisioldgicos das cininas sdao mediados pelo receptor B1, levando a
angiogénese, inflamacgao e choque séptico, e pelo receptor B2, produzindo as

acbes de vasodilatacao e hipotensao (Morais et al., 2013).

Como mencionado anteriormente, existem dois tipos de cininogénios em

mamiferos, o cininogénio de baixa massa molecular (LMW) e o de alta massa
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molecular (HMW). O cininogénio de baixa massa molecular (LMW) é
hidrolisado em Lisil-bradicinina (Lys-BK), reagdo catalisada pela calicreina
tissular, conforme descrito na figura 2. O cininogénio de alta massa molecular
(HMW), secretado pelo figado na circulagdo sanguinea, se liga a pré-calicreina
e ao fator Xl, formando um complexo que ativa a calicreina plasmatica, que por
sua vez ativa o fator Xll, ativando novamente a calicreina plasmatica e levando
a liberacdo da bradicinina (BK), sequéncia de aminoacidos RPPGFSPFR
(Pesquero e Bader, 2006).

‘ Superficie 1
HMW + Pré-Calicreina + Fator XI

———— Lys-BK
‘ Calicreina Plasmatica ’

‘ Aminopeptidase J e

‘ Calicreina Tissular ’

ey Sintese

—— Enzima

= )

Figura 2 — Vias de formagdo das cininas.

1.2 Hipertensao Arterial

A Hipertensao Arterial (HA) é caracterizada por niveis elevados e sustentados
da pressao arterial, € uma doenca multifatorial que sofre a influéncia de fatores
ambientais, possui uma alta prevaléncia e um baixo controle, atingindo um

grande numero de individuos (Rosario et al., 2009).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), as doengas
cardiovasculares (DCV) causam o ébito de 17,7 milhdes de pessoas todos os

anos, sendo responsaveis por 31% de todas as mortes globais (Oms, 2017).

No Brasil a hipertensado arterial afeta 36 milhdes de brasileiros (Silva et al.,

2018) e, segundo um estudo do Instituto Karolinska (Suécia) e da Universidade
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do Estado de Nova York, até 2025, o numero de hipertensos pode crescer até

80% nos paises em desenvolvimento (Silva et al., 2018).

A insuficiéncia ventricular esquerda e a insuficiéncia cardiaca sao geralmente
aliviadas quando a hipertensdo é controlada. A pressao arterial é influenciada
por fatores ambientais, sendo aumentada pela raiva, medo, dor, frio, entre
outras, como uma consequéncia direta do aumento do tdnus simpatico
(Pickering, 1972).

Segundo a Sociedade Brasileira de Hipertensdo (SBH), sado considerados
normotensos os individuos que apresentam a pressao arterial (PA) < 120 x 80
mmHg. A SBH considera hipertensao arterial (HA) controlada quando um
paciente em tratamento com anti-hipertensivos permanece com a PA dentro
desses valores. A pré-hipertensio € caracterizada pela presenca sustentada de
PA sistdlica entre 121 e 139 mmHg e PA diastdlica entre 81 e 89 mmHg. O
diagnostico da hipertensao arterial ocorre quando os pacientes apresentam a
PA = 140 x 90 mmHg em consultério e, apds o uso do MAPA (Monitorizagéo
ambulatorial da presséao arterial), PA = 135 x 85 mmHg em vigilia, PA =2 120 x
80mmHg durante o sono, e uma média de PA = 135 x 85 mmHg por 24h
(Cardiologia, 2016).

A hipertensao arterial pode ser causada por varios fatores como, por exemplo,
a desregulacdo do sistema renina angiotensina (SRA), um dos sistemas
humorais envolvidos no controle central e periférico da pressao arterial (PA)
(Santos et al., 2000).

O tratamento é realizado associando a forma ndo medicamentosa com o
tratamento com drogas anti-hipertensivas. Dentre os tratamentos né&o
medicamentosos, inclui o aumento da atividade fisica, a diminuicdo do
consumo de alcool e de sédio (Cardiologia, 2016). Para estabilizar a PA, varias
drogas podem ser utilizadas, como por exemplo, diuréticos, B-bloqueadores,
inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA), antagonistas dos
canais de calcio e antagonistas do receptor AT1 da angiotensina Il (Bralet e
Schwartz, 2001).

12



Contudo, ainda existem pacientes que ndo conseguem estabilizar a pressao
arterial utilizando um ou mais desses medicamentos, quadro denominado
hipertenséao resistente ou refrataria. Segundo o Instituto Nacional de Exceléncia
e Cuidados a Saude (NICE), a hipertensao arterial clinica descontrolada é
definida pela PA = 140 x 90 mmHg, mesmo apos o tratamento com trés ou mais
drogas anti-hipertensivas (Sheppard et al., 2017).

A chamada hipertensao "pseudo-resistente" pode ser causada por técnicas de
medicdo da pressao arterial precarias, falta de adesdao ao medicamento
prescrito, intolerancia do paciente a certos medicamentos antihipertensivo
(Sheppard et al., 2017).

Pensando nos pacientes que ndo respondem satisfatoriamente aos
tratamentos convencionais, € necessario estudar novas classes de
medicamentos anti-hipertensivos, como, por exemplo, os Peptideos
Potenciadores de Bradicinina (PPB’s) nao classicos, ou seja, PPB’s que néao

sao inibidores da ECA.

1.3 Peptideos Potenciadores de Bradicinina

Peptideos s&o biomoléculas que contém, no minimo, dois residuos de
aminoacidos, e, no maximo, 50 residuos, unidos através de ligagdes
peptidicas. Os peptideos apresentam grande diversidade funcional, podem
atuar como horménios, fatores liberadores de hormdnios, neuropeptidios,

neurotransmissores, antibioticos naturais, e outros (Gutte, 1995).

Os Peptideos Potenciadores de Bradicinina (PPB’s) sdo moléculas de baixa
massa molecular, sem pontes dissulfeto, capazes de potencializar os efeitos
fisioldgicos da bradicinina (BK), sobretudo a vasodilatagdo e hipotensao
(Verano-Braga, 2009)
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Os primeiros PPB’s foram identificados por Sérgio Ferreira e colaboradores no
inicio dos anos 70, sendo isolados do veneno de serpentes (Pickering, 1972).
Os PPB’s foram os primeiros inibidores naturais da enzima conversora de
angiotensina (iECA) descritos e foram isolados do veneno da serpente
Bothrops jararaca (Bhoola et al., 1992).. Araujo & Gomez (1976) foram os
primeiros a descrever que o veneno do escorpido Tityus serrulatus apresentava
uma atividade potenciadora de BK (Araujo e Gomez, 1976). Posteriormente, foi
identificado o primeiro PPB presente no veneno deste animal, que foi
denominado peptideo T, contendo 13 residuos de aminoacidos (Ferreira et al.,
1993)

As Hipotensinas, uma familia de PPB identificada no veneno do escorpido T.
serrulatus, foram os primeiros PPBs descritos na literatura que nao eram
inibidores da ECA, sendo caracterizados como agonistas dos receptores B2
das cininas. Além de potencializar a BK, as Hipotensinas induzem
vasodilatacdo e sdo capazes de reduzir a PA em animais hipertensos de forma
sustentada, sendo, portanto, potenciais agentes anti-hipertensivos.
Estruturalmente, as Hipotensinas apresentam 25 ou 24 residuos de
aminoacidos (figura 3), incluindo a sequéncia KPP (Lys-Pro-Pro) na sua porcao

C-terminal (Verano-Braga et al., 2008; Verano-Braga et al., 2010)

TsHpT-I AEIDFSGIPEDIIKQIKETNAKPPA

TsHpT-11 AEIDFSGIPEDIIKEIKETNAKPPA
TsHpT<11LI AEIDFSGIPEDIIKQIKETNAKPP
TsHpT-IV AEIDFSGIPEDIIKEIKETNAKPP

Figura 3 — Sequéncia primaria de peptideos isolados do veneno do escorpido Tityus
serrulatus e pertencentes a familia denominada Hipotensinas. Os residuos destacados
formam as diferencas entre as Tityus serrulatus Hipotensinas 1 a IV (Pimenta et al.,

2001).
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1.4 Minimizagao estrutural do peptideo TsHpt-I

Segundo Verano-Braga e colaboradores (2008), apés um estudo sobre a
estrutura primaria do peptideo TsHpt-l (AEIDFSGIPEDIIKQIKETNAKPPA),
patente numero BR0202157A, isolado do veneno de escorpidao Tityus
serrulatus, foi constatado que além de potencializar o efeito da bradicinina, ele
também & um agente hipotensor e anti-hipertensivo, sendo capaz de reduzir a

PA de ratos hipertensos.

Apos este estudo, realizou-se uma minimizacao estrutural do peptideo TsHpt-I,
visando identificar a estrutura primaria minima capaz de mimetizar os efeitos
cardiovasculares observados para o peptideo nativo. Apos esse estudo,
verificou-se que a carga positiva da cadeia lateral da lisina e as duas prolinas,
ambos residuos localizados na porgdo C-terminal, sdo essenciais para que o
peptideo possa exercer os efeitos descritos. Os autores concluiram que
tripeptideo KPP era capaz de potencializar os efeitos da BK, induzir
vasodilatagdo e hipotensdo em animais hipertensos. Neste mesmo estudo,
verificou-se que o alvo farmacolégico do TsHpt-l e do tripeptideo KPP era o

receptor B2 da BK, exercendo um efeito agonista (Verano-Braga et al., 2010).

O peptideo KPP induz um efeito vasodilatador dose-dependente e endotélio-
dependente, via producao de NO pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS), uma
vez que o uso do inibidor inespecifico dessa enzima (L-NAME) aboliu tal efeito

vascular (figura 4).
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Figura 4 — Reatividade Vascular - A) KPP com endotélio x sem endotélio funcional. B) KPP
pré-incubado com L-NAME C) acKPP com endotélio x sem endotélio funcional. D) acKPP pré-
incubado com L-NAME (Verano-Braga et al., 2010)

O peptideo acKPP, que apresenta um grupo acetil (C2H30) na amina primaria
localizada na sua cadeia lateral, ndo possui a mesma efetividade do peptideo
KPP, comprovando, assim, a necessidade da carga positiva localizada na sua
cadeia lateral. Contudo, nestes estudos nao foram avaliadas outras alteracoes
quimicas do peptideo KPP, como a acetilagdo do seu N-terminal e a amidacéo
do seu C-terminal (acKPPam), o que poderia aumentar a sua estabilidade no

plasma e, consequentemente, sua meia-vida.

Vale ressaltar que a minimizagdo estrutural do peptideo TsHpT-l se faz
necessaria pois peptideos com baixa massa molecular sdo absorvidos com
maior eficiéncia pela mucosa gastrointestinal, essencial para a formulagéo de

medicamentos (Verano-Braga et al., 2008).
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2. JUSTIFICATIVA

A hipertensdo arterial sistémica (HAS), caracterizada por niveis elevados e
sustentados da PA, é uma condicdo clinica multifatorial. Geralmente é
associada a alteragdes funcionais e/ou estruturais em oérgéos-alvo, como
coracao, encéfalo, rins e artérias periféricas, e a alteracdes metabdlicas, com o
aumento do risco de problemas cardiovasculares que podem progredir ao ébito
(Lewington et al., 2002).

Varias drogas sao utilizadas na tentativa de estabilizar a pressao arterial, como
por exemplo, diuréticos, p-bloqueadores, inibidores da Enzima Conversora de
Angiotensina (iECA), antagonistas dos canais de calcio e antagonistas do
receptor AT1 da angiotensina Il. Contudo, alguns pacientes ndo apresentam
melhoras nos seus quadros clinicos com esses farmacos, por isso existe o
interesse em desenvolver novas classes de farmacos anti-hipertensivos (Bralet
e Schwartz, 2001).

Uma classe a ser estudada, e com grande aplicabilidade terapéutica, sdo os
Peptideos Potenciadores de Bradicinina (PPB’s) que ndo agem via a inibigao

da ECA, como os peptideos apresentados nesta dissertacao.

Como mencionado na secdo anterior desta dissertacdo, a minimizacao
estrutural das Hipotensinas revelou que o tripeptideo KPP foi capaz de manter
os efeitos farmacoldgicos observados para o peptideo nativo. A alteragao
quimica deste tripeptideo, através da insergcdo de um grupo acetil (C.H;0) na
sua cadeia lateral, interferiu na atividade vasodilatadora deste peptideo, pois tal

versao nao foi capaz de ativar os receptores B2.

Sendo assim, sabendo da importancia da cadeia lateral da lisina, o presente
estudo visou avaliar o efeito cardiovascular do peptideo sintético KPP, com as
porcdes N-terminal acetilada e C-terminal amidada (H3CO-Lys-Pro-Pro-NH2 ou
acKPPam), a estrutura deste peptideo é apresentada na figura 5. O objetivo
principal deste trabalho foi avaliar se tal molécula iria apresentar os efeitos

farmacoldgicos similares aos observados no peptideo KPP.
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Figura 5 — Estrutura do peptideo KPP e apds acetilacdo e amidagao, acKPPam.

(Figura elaborada utilizando o site http://pepdraw.com/)

Além disso, ao proteger o N-terminal e o C-terminal deste peptideo,
provavelmente iriamos aumentar a meia vida desta molécula no plasma,
diminuindo sua degradacgao enzimatica e depuragao (Kubo et al., 2014). Essas
alteracbdes quimicas, em teoria, devem aumentar a estabilidade do KPP. Ao
compararmos os efeitos do KPP com a sua versdo modificada, podemos
verificar se tais alteracdbes ndo comprometem os efeitos cardiovasculares

benéficos produzidos pelas Hipotensinas.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivos Gerais
O objetivo geral do nosso trabalho € avaliar o potencial efeito cardiovascular do

peptideo sintético KPP acetilado e amidado (acKPPam).

3.2 Objetivos Especificos

e Estudar os possiveis alvos moleculares dos peptideos sintéticos por

Microscopia Confocal.

e Avaliar reatividade vascular do acKkPPam em modelo ex vivo utilizando com

os anéis isolados de artéria aorta;

o Verificar a possivel atividade anti-hipertensiva do peptideo ackKkPPam in vivo

utilizando ratos espontaneamente hipertensos (Linhagem SHR);

e Comparar os resultados obtidos para o acKkPPam com os resultados

previamente publicados do KPP.na literatura do peptideo KPP.
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4. METODOS

4.1 Peptideo acKPPam

O peptideo ackPPam foi comprado da empresa GenOne Biotechnologies.

4.2 Animais

Foram utilizados ratos machos, pesando entre 250-350g, das linhagens Wistar
e SHR, procedentes, respectivamente, do Centro de Bioterismo do ICB-UFMG
(CEBIO) e do Biotério de Ratos do Laboratério de Hipertensdo. Os animais
foram mantidos em condi¢cdes padrdo de laboratério, recebendo agua e
alimentacao ad libitum.

Os experimentos propostos neste projeto foram aprovados pela Comissao de
Etica em Uso de Animais (CEUA) da UFMG (Protocolo n°. 213 / 2016).

4.3 Reatividade Vascular

Os animais foram eutanasiados e a artéria aorta toracica foi dissecada e
colocada em solugao de Krebs, onde foi seccionada em forma de anéis de 3 a
4 mm, e inseridos entre duas hastes de metal em formato triangular,
posteriormente colocadas no lumen da artéria para produzir tensdo. Esse
sistema foi inserido no equipamento, onde a haste superior se liga a um
transdutor de registro de forga e a haste inferior se liga a um suporte fixo

ajustavel (Resende, 2014).

O sistema foi montado em cuba para 6rgao isolado contendo 10 mL de solugao
de Krebs (NaCl 135,0 mmol.L"; KCI 5,0 mmol.L-'; KH2PO4 1,17 mmol.L-'; CaCl2
2,5 mmol.L"; MgSOa4 1,4 mmol.L-'; NaHCO3 20 mmol.L-"; glicose 11,0 mmol.L
1); em pH 7,4, mantida a 37 °C e borbulhamento com uma mistura de 95% Oz e
5% CO2 (Mistura Carbogénica) (Resende, 2014).

No periodo de estabilizacdo, os anéis ficaram em repouso dentro da cuba por
um periodo de 60 minutos, com tensédo basal de 1 g/forca por cuba, durante
esse periodo, em intervalos de 15 minutos, a solucéo de Krebs era substituida
(Resende, 2014).
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Apds a estabilizagao, foi testada a viabilidade da preparagédo com fenilefrina
100 mmol.L-' a fim de verificar a integridade do musculo liso. Apos verificar a
contragdo dos anéis, foi administrada acetilcolina (ACh) 1 pmol.L-' para
verificar a integridade do endotélio. Foram utilizados apenas as preparagdes
que apresentassem, pelo menos, 80% de relaxamento induzido pela
acetilcolina apds pré-contracdo com fenilefrina (Phe). Podemos verificar o

esquema de reatividade vascular na figura 6.

Reatividade Vascular

-— Fio
_ R — gancho de
W ¢ d o 9 aco inoxidavel

34 mm

\{ "\ Base do gancho

1.5em

BIOPAC system

Banho Tecido

37°C /| H20
Gancho de aco inoxidavel
Solucdo Carbogénio
Krebs (95% 02 + 5%
Dreno c02)

Anel adrtico

computer display

Figura 6. Esquema do teste de reatividade vascular. Os anéis de aorta sdo retirados apds
eutanasia do animal, no [imen do segmento foram colocadas as hastes de metal para
acoplar o segmento no equipamento, onde ¢ possivel verificar contracao e relaxamento

do vaso (Figura elaborada utilizando o site https://mindthegraph.com).
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4.3.1 Estudo do efeito vasodilatador do peptideo

Para verificar se o peptideo acKkPPam possuia efeito vasodilatador, foram
realizados os passos descritos anteriormente e, apdés a verificacdo da
viabilidade do vaso, foram adicionadas as concentracdes de 1010 a 106
mmol.L-' do peptideo. Em uma das cubas foi adicionada apenas salina, sendo
este o grupo controle. Para cada animal foi possivel realizar até cinco testes

diferentes, protocolo mostrado na figura 7 (controle n = 10; acKPPam n = 12).

BIOPAC system

| 2 &~ il =l 7 =
‘4_.;—'1] EU'%] - ;“-E{],. = .:L%J] "
acKPPam acKPPam  acKPPam acKPPam Salina PARPLR ey

Figura 7. Protocolo esquematico para verificar a vasodilatagao induzida pelo peptideo
acKPPam. Equipamento com o teste para verificar o efeito vasodilatador do peptideo (10-'° a
10 mmol.L-") em solucdo de bicarbonato Krebs-Ringer, para cada animal foram retirados 5

segmentos da aorta, cada segmento correspondeu a um teste.

Com intuito de verificar a atividade do peptideo sobre o endotélio, foram
realizados testes usando o peptideo acKkPPam em preparagcbes com o
endotélio preservado e sem o endotélio funcional, que foi removido
mecanicamente, conforme protocolo mostrado na figura 8. (com endotélio n =

6; sem endotélio n = 9).
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acKPPam sem endotélio

acKPPam

Com endotélio

(Controle)

BIOPAC system

computer display

Figura 8. . Protocolo esquematico para verificar o teste do efeito vasodilatador induzido pelo

acKPPam em preparagdes de anéis de aorta com o endotélio funcional vs. sem o endotélio

funcional. Vasodilatagéo induzida pelo peptideo acKkPPam na presenca e auséncia de
endotélio onde o controle é representado pelo endotélio preservado (Figura elaborada

utilizando o site https://mindthegraph.com).

4.3.2 Avaliacido do efeito vasodilatador do peptideo acKkPPam na presenca de

inibidores e antagonistas

Segundo Verano-Braga (2008), o peptideo nativo TsHpT-l induz a sintese e

liberagdo de NO pelas células endoteliais. Para verificar se o feito vasodilatador

do peptideo acKPPam também era mediado pelo NO, foram adicionados
100 pL do inibidor de NOS, denominado L-NAME (Nw-Nitro-L-Arginine-Methyl

Ester), na (Kubo et al., 2014) concentragdo final de 107 mol.L-" 15 minutos

antes da adicdo do peptideo. Posteriormente, o peptideo ackKPPam foi

adicionado para concentragdes finais de 10-19 a 10 mmol.L-'. Na cuba controle

nao foi adicionado o L-NAME, apenas o acKPPam, conforme protocolo

mostrado na figura 9. (controle n = 5; acKPPam + L-NAME n = 15).
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RENELEm L-NAME + acKPPam

(Controle)

Figura 9. . Protocolo esquematico para verificar a avaliagdo do NO sobre o efeito vasodilatador
do peptideo acKPPam. Nas cubas de 2 a 5, foi adicionado o L-NAME 15 minutos antes da
adicdo do peptideo. Na cuba 1 foi adicionado apenas o peptideo para ser utilizado como

controle.

Segundo Verano-Braga e colaboradores (2010), o KPP age via o receptor B2.
Para verificar se o peptideo acKkPPam age via o mesmo receptor, foi utilizado o
antagonista seletivo HOE 140 (D-Arg-Arg-Pro-Hyp-Gly-Thi-Ser-D-Tic-Oic-Arg)
(TOCRIS®).

Dez minutos antes de adicionar o peptideo, foram colocados 10 yL de HOE
140, na concentragéo final de 107 mol.L-! e, posteriormente, foram adicionadas
as concentragdes de 1019 a 10 mol.L-* de acKPPam. Na cuba controle nio foi
adicionado o HOE 140, apenas o peptideo ackKkPPam (controle), conforme

protocolo mostrado na figura 10 (controle n = 5; acKPPam + HOE 140 n = 7).

BIOPAC system

.\{:: S [ my

computer display

HOE + acKPPam acKPPam

(Controle)
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Figura 10. . Protocolo esquematico para verificar a avaliagéo do receptor B2 no efeito
vasodilatador induzido pelo peptideo acKPPam. Nas cubas de 1 a 4 foi adicionado o HOE 140
10 minutos antes da adicao do peptideo. Na cuba 1 foi adicionado apenas o peptideo

(controle).

Visando verificar se o peptideo age via o receptor B1, foram colocados 10 uL
do antagonista seletivo de B1 (KRPPGFSPL), nas concentragdes de 1010 a
106 mol.L-1, 10 minutos antes de adicionar o acKPPam. Na cuba controle foi
adicionado apenas o ackKPPam, conforme protocolo mostrado na figura 11

(controle n = 4; antagonista B1 + acKkPPam n = 12).

BIOPAG syslem

computer display

Antagonista B1 + acKPPam acKPPam

(Controle)

Figura 11. Protocolo esquematico para verificar a avaliagdo do receptor B1 no efeito
vasodilatador induzido pelo peptideo acKPPam. Nas cubas de 1 a 4 foi adicionado o
antagonista do receptor B1 (KRPPGFSPL) 10 minutos antes da adicao do peptideo. Na cuba 1

foi adicionado apenas o peptideo (controle).

4.4 Atividade Anti-Hipertensiva

4.4.1 Procedimentos Cirurgicos

Antes dos experimentos (24 horas), os ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) foram anestesiados com 90 mg/kg de quetamina e 6 mg/kg xilasina, e
submetidos a cirurgia para a implantagcdo de canulas de polietileno na veia e
artéria femorais.

As céanulas foram confeccionadas com polietileno de dois didmetros, PE50 e
PE10, fundidos por aquecimento e preenchidas com solucdo de NaCl 0,9 %
m/v. A canula da artéria femoral foi usada para o registro da presséao arterial

média (PAM) e a cénula inserida na veia femoral destinada para a
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administracdo do peptideo testado ackKPPam (333 pg/Kg) e de salina
(controle).
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Figura 12. Cirurgia para implantagéo de canulas para avaliar a atividade anti-hipertensiva do
peptideo. Durante o primeiro dia foi realizada a cirurgia para a implantagdo de canulas de
polietileno na veia e artéria femorais. 1) Animal anestesiado; 2) Incisao realizada na regido da
artéria e veia femorais; 3) Vasos dissecados e um pequeno corte feito para introducao das
canulas; 4) Canulas exteriorizadas na regido interescapular dos animais.

4.4.2 Avaliacao do potencial efeito anti-hipertensivo do peptideo
ackKPPam

A pressao arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) dos animais foram
monitoradas antes e durante os experimentos pelo sistema Biopac Systems
MP 150 e Biopac Systems MP 100A-CE. O peptideo acKPPam foi diluido a
partir de uma solugédo estoque (1 mg/mL), com uma solugdo de NaCl 0,9 %
(m/v) para a injecdo de 100 pg por animal (aproximadamente 333 ug/Kg) em
um volume final de 0,1 mL.

Os parametros basais dos animais (PAM e FC) foram monitorados por, no
minimo, 30 minutos. Posteriormente, o peptideo ou salina foi administrado i.v.
in bolus, sendo os parametros cardiovasculares (PAM e FC) monitorados por 6
horas apds injegao do peptideo, conforme demonstrado na figura 13.

Foram utilizados 7 animais para administracdo do peptideo e 7 animais

controle (administragdo de salina).
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Figura 13. Avaliagao in vivo da potencial atividade anti-hipertensiva do peptideo acKkPPam.

Durante o primeiro dia foi realizada a cirurgia para a implantagao de canulas de polietileno na

veia e artéria femorais. No segundo dia foi realizado o registro da pressao arterial média (PAM)

e frequéncia cardiaca (FC) durante 6 horas, logo apos o tempo de estabilizagédo (Figura
elaborada utilizando o site https://mindthegraph.com).
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4.5 Microscopia Confocal

4.5.1 Isolamento dos Cardiomidcitos

O animal recebeu heparina e apds 15 minutos foi realizada a eutanasia por
deslocamento cervical, retirado o coracdao imediatamente e colocado em meio
de cultura DB + EGTA gelada. Coralgao foi canulado pela aorta para adapta-lo
ao sistema e perfundir com DB + EGTA aquecido a 37 °C. O coracao foi
cortado na altura dos atrios e os ventriculos e colocados em um falcon para
proceder com a digestdo mecanica, o tecido foi filtrado e o sobrenadante
descartado, o pellet foi suspendido em Tyrode, um meio de cultura proprio para

Cardiomidcitos.

4.5.2 Fixacao das células na placa e Microscopia Confocal

Apods o isolamento dos cardiomidcitos, foi realizada a incubagdo com DAF-FM
(5 x 10 mol.L-") 30 minutos antes dos experimentos. Posteriormente, as
células foram lavadas com o meio de -cultura, Tyrode, proprio para
cardiomidocitos e incubadas com o peptideo (KPP ou acKPPam) ou salina
(controle) por 15 minutos. As células foram fixadas com paraformaldeido 4%
por 15 minutos. Finalmente, as células foram analisadas por microscopia
confocal Zeiss LSM 510 Meta, no comprimento de onda de excitagao 495 nm e
de emissdo 505 nm. O programa Image J foi utilizado para analisar as

imagens.

5 ; Fixar células A Emissdo 505
Isolamento de Encubar células Encubar células Paraformaldeido 4% A Excitacio 495
Cardiomidcitos isoladas Com peptideo ° ¢ ‘

Figura 14. Protocolo de avaliagdo da produgéo de NO por cardiomidcitos tratados com o
peptideo utilizando a microscopia confocal. (Figura elaborada utilizando o site

https://mindthegraph.com).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Reatividade Vascular

O teste de reatividade vascular mostrou que o peptideo acKkPPam induz

vasodilatacdo dose-dependente (figura 15).

Estudos semelhantes usando o peptideo sintético TsHpT-l[17-25), que apresenta
os 9 residuos C-terminais da Hipotensina TsHpt-l, mostram que este peptideo
era capaz de induzir uma vasodilatacido dose-dependente similar a observada

para o peptideo acKkPPam (Verano-Braga et al., 2008).

Estudos mostram que a protecdo do N-terminal pode ser benéfica, como o
Adrenomedulin (AM), um peptideo isolado do feocromacitoma humano, que
inibe a secrecdo de aldosterona, estresse oxidativo, apoptose e estimula a
angiogénese, levando a protecao da estrutura do coragdo, mas que possui um
uma meia vida curta. Apos a associacao desse peptideo com o polietilenoglicol
(PEG), no N-terminal, o peptideo resultante exibiu uma estabilidade e meia vida

plasmatica maior (Kubo et al., 2014).

Peptideos com baixa massa molecular sao absorvidos com maior eficiéncia na
mucosa gastrointestinal, reforcando a importancia da minimizagao da estrutura
do TsHpT-I. Ao proteger o N- e o C-terminal, é possivel dificultar a sua
depuracdo renal e degradagédo enzimatica, (Kubo et al., 2014) podendo em

tese, aumentar a meia vida do ackPPam.
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Figura 15. Efeito hipotensor dose-dependente do acKPPam. No teste de reatividade vascular, o
o peptideo foi adicionado nas concentragdes de 10-'° a 10® mol.L-1, sendo a solug&o salina
usada como controle (controle n = 8 ; acKPPam n = 12). A analise estatistica dos dados foi
realizada no programa Prisma v.7. One-way ANOVA seguido de Bonferroni; **p<0,01;
***p<0,001.

Foi possivel também comprovar que o efeito vasodilatador do peptideo é

endotélio dependente, uma vez que a retirada mecanica do endotélio causou a

perda do efeito vasodilatador (figura 16).
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Figura 16 — Efeito vasodilatador endotélio dependente do peptideo acKkPPam. No teste de
reatividade vascular, foi adicionado o peptideo nas concentragdes de 1019 a 10-¢ mol.L!, sendo
0 endotélio preservado usado como controle (controle n = 3 ; sem endotélio n = 5). A analise
estatistica dos dados foi realizada no programa Prisma v.7. One-way ANOVA seguido de
Bonferroni; ***p<0,001.

Visando verificar o potencial efeito deletério da insercao de modificacoes
quimicas na atividade vasodilatadora de um peptideo tdo pequeno, resolvemos
comparar os dados obtidos por Verano-Braga e colaboradores (2010),
referentes ao peptideo KPP, com os obtidos neste projeto. Como podemos
perceber na figura 17, o peptideo modificado acKkPPam apresentou o maior
efeito vasodilatador. Contudo, vale ressaltar que tais experimentos foram
executados por pessoas diferentes e em momentos distintos. Desta forma,
temos a perspectiva de realizar tais experimentos novamente, utilizando as
mesmas condicdes, visando avaliar qual peptideo apresenta o maior efeito

vasodilatador.
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Figura 17 — Comparacéao do efeito vasodilatador induzido pelos peptideos acKkPPam (n = 18) e
KPP (n = 11). Os resultados do peptideo KPP foram obtidos no artigo publicado por Verano-
Braga et al. 2010. A andlise estatistica dos dados foi realizada no programa Prisma v.7. One-
way ANOVA seguido de Bonferroni; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Para avaliar o papel do 6xido nitrico (NO) no efeito vasodilatador induzido pelo
peptideo acKkPPam, o teste de reatividade vascular foi realizado também pré-
incubando as preparagdes com L-NAME, um inibidor da NOS, 10 minutos
antes de adicionar o peptideo. Foi verificado que a vasodilatacdo induzida por
acKPPam é dependente da produgao de NO (figura 18). Resultados similares
também foram verificados para o peptideo KPP (Verano-Braga et al., 2010).
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Figura 18 — Avaliagdo do oxido nitrico no efeito vasodilatador induzido pelo acKPPam.
(acKPPam, n = 5 ; acKPPam + N L-NAME n = 15). A analise estatistica dos dados foi realizada
no programa Prisma v.7. One-way ANOVA seguido de Bonferroni; *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001.

Como o ja mencionado, o KPP é um agonista do receptor B2 da BK (Verano-
Braga et al., 2010). Neste mesmo trabalho, os autores demonstraram que a
carga positiva localizada na cadeia lateral do residuo de lisina é crucial para tal
atividade agonista (Verano-Braga et al., 2010). No peptideo ackKPPam, foi
neutralizada a carga positiva localizada na sua por¢gao N-terminal. Desta forma,
nos perguntamos, sera que o peptideo acKPPam também é um agonista do B2
ou tal efeito foi perdido apo6s a sua alteragdo quimica? Conforme demonstrado
na figura 19, o efeito vasodilatador do peptideo acKkPPam foi inibido pelo HOE
140, um antagonista seletivo do receptor B2. Desta forma, assim como o KPP,
o0 ackKPPam também é dependente da ativacdo do receptor B2 para induzir a

vasodilatacdo.
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Figura 19 — O efeito vasodilatador do peptideo acKkPPam é dependente da ativagao do receptor
B2. (acKPPam, n = 6; acKkPPam + HOE 140, n = 11 ). A analise estatistica dos dados foi

realizada no programa Prisma v.7. One-way ANOVA seguido de Bonferroni; ***p<0,001.

Para verificar se o peptideo acKkPPam era um agonista seletivo apenas para o
receptor B2, foram realizados testes com o antagonista seletivo do receptor B1
(KRPPGFSPL). Conforme apresentado na figura 20, percebemos que o efeito
vasodilatador induzido pelo peptideo acKkPPam foi inibido parcialmente pelo

antagonista de B1.
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Figura 20 — O efeito vasodilatador do peptideo acKPPam ¢é parcialmente dependente da
ativagado do receptor B1. (acKPPam, n = 6; acKkPPam + antagonista seletivo de B1, n = 14). A
analise estatistica dos dados foi realizada no programa Prisma v.7. One-way ANOVA seguido

de Bonferroni; ***p<0,001.

Apods verificarmos que o peptideo apresentava um bloqueio parcial, quando
utilizamos o antagonista de B1, resolvemos usar os dois antagonistas ao
mesmo tempo (antagonistas seletivos de B1 e B2). Conforme demosntrado na
figura 21, foi observado um bloqueio parcial da vasodilatacdo induzida pelo
peptideo. Desta forma, concluimos que, em altas concentracdes, o pepideo

acKPPam induz vasodilatagao através de um alvo ainda nao identificado.
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Figura 21 — O efeito vasodilatador do peptideo acKPPam é parcialmente abolido pelo
antagonismo dos receptores B1 e B2 (acKkPPam, n = 6; acKPPam + antagonistas seletivos de
B1 e B2, n=9). A analise estatistica dos dados foi realizada no programa Prisma v.7. One-way
ANOVA seguido de Bonferroni; **p<0,01; ***p<0,001.

5.2 Atividade Anti-Hipertensiva

O potencial efeito anti-hipertensivo do peptideo ackKkPPam foi avaliado apds a
sua administragao i.v. em animais hipertensos (SHR). A frequéncia cardiaca
(FC) e a pressao arterial média (PAM) dos animais foram monitoradas (figuras
22 e 23, respectivamente). Em um primeiro momento, observamos uma queda
acentuada da PAM apds a administragao do peptideo. Contudo, ocorreu uma
queda da PAM também nos animais controles, tratados com salina, este
resultado ndo é conclusivo, e devera ser repetido antes de concluirmos que
este peptideo € anti-hipertensivo, assim como o peptideo nativo TsHpt-I
(Verano-Braga et al., 2008).
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Figura 22 — Frequéncia cardiaca monitorada nos animais SHR. A frequéncia cardiaca dos

animais foi monitorada por 1 hora (estabilizagdo) antes da administragéo i.v de salina ou do

peptideo. Apds a administracdo, a FC foi monitorada por 6 horas (controle n = 7; acKPPam n =

7). Os dados expressos sdo a diferenca entre a FC basal e a FC apds a administragao do

peptideo ou da salina.
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Figura 23 — Pressao arterial média monitorada nos animais SHR. A pressdo arterial média

(PAM) dos animais foi monitorada por 1 hora (estabilizagdo) antes da administragéo i.v de

salina ou do peptideo. Apds a administragdo, a PAM foi monitorada por 6 horas (controle n = 7;

acKPPam n = 7). Os dados expressos sao a diferenca entre a PAM basal e a PAM apods a

administragdo do peptideo ou da salina.
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5.3 Microscopia Confocal

Verano-Braga et al. (2010) demonstraram que o peptideo KPP era capaz de
induzir a produgao de NO em cardiomiécitos. Desta forma, decidimos testar se
0 peptideo acKkPPam também apresentava tal efeito. Como demonstrado nas
figuras 24 e 25, assim como o KPP, o peptideo acKPPam foi capaz de induzir o

aumento da producio de NO pelos cardiomidcitos.

ackKPPam

Figura 24 — Imagens representativas de microscopia confocal demonstrando o aumento da
produgédo de NO pela agado dos peptideos KPP e acKkPPam. Foi utilizada a sonda fluorescente

DAF-FM para quantificar a produgéo de NO.
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Figura 25 — Quantificacao da produgéo de NO nos cardiomidcitos tratados com KPP, acKkPPam

ou controle. Teste realizado por Igor Maciel. (controle n = 125; KPP n = 61; acKPPam n = 57).
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6. Conclusao

Com os resultados obtidos nos testes de reatividade vascular, foi possivel
concluir que o peptideo ackPPam possui um efeito vasodilatador dose-
dependente e endotélio dependente. Concluimos, também, que o efeito
vasodilatador induzido pelo acKPPam é dependente de oxido nitrico. Além
disso, a vasodilatagdo induzida pelo peptideo parece, pelo menos

parcialmente, ser via ativagao dos receptores B1 e B2 da BK.

Ainda ndo podemos afirmar que o peptideo acKPPam apresenta uma atividade
anti-hipertensiva, pois, apesar de termos observado uma queda da pressao
arterial média nos animais SHR, também observamos um efeito similar no nos
animai controle tratados com salina. Contudo, acreditamos que estes dados
discrepantes tenham sido um problema técnico, e iremos repetir estes
experimentos para confirmar, ou nédo, que o peptideo acKkPPam apresenta um

efeito anti-hipertensivo.

Em comparagédo com o peptideo KPP, foi observado um vasorelaxamento mais
intenso induzido pelo acKPPam. Este dado é muito importante, pois

demonstramos que a alteracado quimica do peptideo nao alterou o seu efeito.

A minimizagdo estrutural do peptideo TsHpT-l, o KPP, é necessaria pois
peptideos com baixa massa molecular sdo absorvidos com maior eficiéncia
pela mucosa gastrointestinal. Peptideos sdo susceptiveis a degradacéo
enzimatica e deputagdo renal, diminuindo a meia vida de um possivel
medicamento. Em algumas moléculas ao acetilar N-terminal, dificulta a
depuracdo renal e degradacdo enzimatica, aumentando a meia vida e
possivelmente melhorando a estabilidade no plasma. O ackKkPPam além de
apresentar um resultado animador comparado KPP, em teoria, possui maior

estabilidade no plasma.
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7. Perspectivas

Como demonstrado nesta dissertagao, verificamos que o peptideo acKPPam
mantém os efeitos cardiovasculares observados para o KPP. Contudo,
algumas questbes permanecem abertas, e que pretendemos responder em

breve.

7.1 Verificar a estabilidade do peptideo por espectrometria de massa.

Etapa 1

Colocar peptideos no plasma

Etapa 2

@2, @2,

Ao - B

\-

&

Figura 26 — Avaliar a estabilidade do peptideo acKPPam no plasma. Etapa 1:
Incubar os peptideos (acKPPam ou KPP) ou salina (controle) no plasma. Etapa
2: Analisar as amostras, em espectrometria de massa, apos diferentes tempos de

incubagdo (Figura elaborada utilizando o site https://mindthegraph.com).
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7.2 Verificar o efeito cardioprotetor do peptideo acKPPam usando o modelo ex

vivo de coragao isolado mantido no Sistema de Langendorff

Estudos desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa, e n&o publicados,
indicam que o peptideo KPP apresenta um efeito cardioprotetor em modelo de
isquemia/reperfusao. Desta forma, pretendemos avaliar se o peptideo
acKPPam também apresenta tal efeito. A figura 27 ilustra o protocolo que

iremos utilizar.

Etapa 1 Etapa 2

bicarbonato
Krebs-Ringer e
Mistura Carbogénica

Transdutores

de Pressdo

Figura 27 — Sistema Langendorff. Etapa 1: O coragao ¢ retirado do animal e
colocado em solugdo de Krebs fria. Etapa 2: O coracdo ¢ acoplado ao sistema
Langendorff e os pardmetros da func¢do cardiaca serdo monitorados, apos a
isquemia e reperfusdo, na presenga ou nao do peptideo acKPPam (Figura

elaborada utilizando o site https://mindthegraph.com).
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