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Lista de Abreviaturas e Siglas 
 
 

Akt: Proteína Kinase B 

Ang I: Angiotensina I 

Ang II: Angiotensina II 

ARA-c: citosina-d-arabinofuranosida  

AsL: Enzima agininosuccinatoliase 

AsS: Enzima argininosuccinatosintetase 

ATP: Adenosina trifosfato 

B1: Receptor de bradicinina do tipo 1 

B1B2KO: Nocaute para o receptor de bradicinina do tipo 1 e 2. 

B2: Receptor de bradicinina do tipo 2 

B2KO: Nocaute para o receptor de bradicinina do tipo 2 

Bj: Bothrops jararaca 

BK: Bradicinina 

BPP: Peptídeo Potenciador de Bradicinina 

BSA: Albumina de soro bovino 

cm: centímetro  

CT: Controle 

DAF-FM: sonda fluorescente sensível ao óxido nítrico; 4 amino-5-methylamino-2’,7’-

difluorofluoresceindiacetate 

DAPI: Marcador nuclear; 4’, 6’-diamidino-2 phenylindole 

ECA: Enzima conversora de Angiotensina 

EF: Fração de ejeção 

eNOS: óxido nítrico sintase endotelial  

FE: Fenilefrina 



 

 

 

FS: Fração de encurtamento 

g: grama 

GAPDH: Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

GRK5: Receptor de Kinase 5 acoplado à proteína G 

HBSS: Solução balanceada de Hank’s 

i.p.: intraperitoneal  

iNOS: óxido nítrico sintase induzível 

IPP: Isoleucina-Prolina-Prolina 

ISO: Isoproterenol 

Kg: Quilograma 

L-Arg: L-arginina 

L-NAME: Nitro-L-arginina metil éster hidrocloreto 

LVIDd: dimensões internas do ventrículo esquerdo em diástole 

LVIDs: dimensões internas do ventrículo esquerdo em sístole 

LVPWd: espessura da parede posterior do ventrículo esquerdo em diástole  

LVPWs: espessura da parede posterior do ventrículo esquerdo em sístole 

M1: receptor muscarínico 

mg: miligrama 

MHz: megahertz 

min: minuto 

ml: mililitro  

mm: milímetro 

nmol: nanomolar 

nNOS: óxido nítrico sintase neuronal 

NO: óxido nítrico 

NOS: óxido nítrico sintase 



 

 

 

PBS: Tampão fosfato salino 

PFA: Paraformaldeído 

s.c.: sub-cutanea 

Ser: Serina 

SHR: Rato espontaneamente hipertenso 

VE: Ventrículo esquerdo 

µl: microlitro 

µM: micromolar 

µm2: micrometro quadrado



 

 

 

Resumo 
 

 

Os peptídeos potenciadores de bradicinina (BPPs) presentes no veneno da serpente 

Bothrops jararaca foram os primeiros inibidores naturais descritos da enzima 

conversora de angiotensina I (ECA). Este efeito inibitório parecia explicar a forte 

ação anti-hipertensiva desses peptídeos, contudo relatos recentes sugerem que a 

atividade dos BPPs não está relacionada exclusivamente à inibição da ECA e, 

portanto, pode envolver a participação de outros mecanismos de ação. Diante disso, 

o objetivo deste trabalho foi avaliar se BPPs teriam uma ação direta no coração, com 

o foco na produção de óxido nítrico e na via de sinalização hipertrófica em 

cardiomiócitos. Nossos resultados mostram que os BPP-10c e BPP-5a promovem 

um aumento da produção de óxido nítrico, tanto nos cardiomiócitos provenientes de 

camundongos selvagens, quanto nos cardiomiócitos provenientes de camundongos 

nocautes para os receptores de bradicinina tipo 1 e 2. Ao analisarmos a fosforilação 

das proteínas envolvidas na via do óxido nítrico, p-AKT e p-eNOS, observamos um 

aumento significativo dos níveis de fosforilação eNOS nos cardiomiócitos tratados 

com BPP-10c, sugerindo que o aumento da produção de óxido nítrico envolve a 

participação desta enzima. Além disso, foi observado que o BPP-10c e o BPP-5a 

são capazes de prevenir a translocação nuclear da GRK5 induzida pelos agonistas 

adrenérgicos isoproterenol e fenilefrina, deste modo, prevenindo o aumento da área 

celular dos cardiomiócitos provenientes de ratos neonatos. Observou-se que o efeito 

anti-hipertrófico do BPP-5a é dependente da participação do óxido nítrico. In vivo 

avaliou-se o efeito da infusão do BPP-10c, durante sete dias consecutivos, sobre a 

função cardiovascular e na hipertrofia cardíaca induzida por isoproterenol. 

Observamos que o tratamento concomitante com o BPP-10c não promoveu 

alterações significativas na função cardíaca desses animais, no entanto preveniu a 

hipertrofia cardíaca induzida pelo isoproterenol. Em conjunto, os dados apontam que 

os BPPs são importantes cardioprotetores e este estudo abre perspectivas para o 

desenvolvimento de fármacos baseado em um novo alvo terapêutico. 

 

Palavras-chave: Peptídeos Potenciadores de Bradicininas (BPPs), óxido nítrico, 

hipertrofia cardíaca, cardiomiócito.  



 

 

 

Abstract 

 

The bradykinin potentiating peptides (BPPs) present in the venon of Bothrops 

jararaca were the first natural inhibitors described for the angiotensin converting 

enzyme (ACE). This inhibitory effect seems to explain the strong anti-hypertensive 

actions of these peptides; however, recently studies suggest that the activity of BPPs 

is not only related to the inhibition of ACE but may also involve other mechanisms. 

Therefore, the aim of this work was to evaluate the effects of BPPs on the production 

of nitric oxide and on hypertrophic signaling in cardiomyocytes. Our results show that 

BPP-10c and BPP-5a promoted an increase on nitric oxide production in 

cardiomyocytes isolated from wild type mice and also isolated from Bradykinin B1 

and B2 receptor knockout mice. We analyzed the phosphorylation levels of proteins 

involved on the nitric oxide pathway, p-AKT and p-eNOS, and observed an increase 

on p-eNOS levels in cardiomyocytes treated with BPP-10c, suggesting an 

involvement of this enzyme in the nitric oxide production. We also observed that 

BPP-10c and BPP-5a were able to inhibit the nuclear translocation of GRK5 induced 

by isoproterenol and phenylephrine and therefore prevented the cellular hypertrophy. 

Moreover, the anti-hypertrophic effect of BPP-5a was dependent on nitric oxide 

production. On our in vivo experiments, we evaluated the effects of the BPP-10c 

infusion on the cardiovascular function and cardiac hypertrophy of wistar rats treated 

with isoproterenol for seven consecutive days. We observed that concomitant 

treatment with BPP-10c did not promote any significant alterations on the 

cardiovascular function of isoproterenol treated rats, however, prevented the cardiac 

hypertrophy induced by isoproterenol. Taken together, these findings suggested that 

BPPs are important cardioprotectors opening new perspectives for the development 

of drugs based on BPPs.  

 

 
 
Keywords: Bradykinin potentiating peptides (BPPs), nitric oxide, cardiac 

hypertrophy, cardiomyocytes.   
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1. INTRODUÇÃO 
 

 
1.1 Peptídeos Potenciadores de Bradicinina (BPPs) 

 
 
Na década de 60, estudos realizados para avaliação do veneno bruto da 

serpente Bothrops jararaca (Bj) permitiram o isolamento, identificação e o 

sequenciamento de algumas toxinas. Essas toxinas do veneno foram chamados de 

peptídeos potenciadores de bradicinina (do inglês, bradykinin potentiating peptides – 

BPPs), devido à capacidade de potencializar os efeitos biológicos evocados pela 

bradicinina (BK) em diversas preparações de órgãos isolados (Ferreira, 1965, 

Ferreira e cols., 1970a). Além disso, foi observado que os BPPs foram capazes de 

inibir a atividade catalítica da enzima conversora de angiotensina I (ECA) (Ferreira e 

cols., 1970b). Sabendo do papel dessa enzima na regulação da pressão arterial 

(Skeggs e cols., 1956), diversos estudos foram conduzidos em animais e pacientes 

para avaliar o potencial terapêutico do BPP-9a (Krieger e cols., 1971; Gavras e cols., 

1974; Gavras e cols. 1975). Mais tarde o BPP-9a foi utilizado como protótipo para o 

desenvolvimento do Captopril, primeiro anti-hipertensivo comercial da classe dos 

inibidores de ECA (Ondetti e Cushman, 1984; Vane, 1999). 

Uma grande variedade de peptídeos foram identificados no veneno e no 

cérebro da Bj (Ferreira e cols., 1970a; Murayama e cols., 1997; Hayashi e cols., 

2005; Ianzer e cols., 2004; Pimenta e cols., 2007; Zelanis e cols., 2010; Tashima e 

cols., 2012). Até o momento já foram descritas para a B. jararaca 36 sequências de 

BPPs, conforme apresentado na Tabela 1. As moléculas dos BPPs apresentam de 5 

a 17 resíduos de aminoácidos e similaridades estruturais comuns, como: I) presença 

de um resíduo de ácido piroglutâmico na posição N-terminal; II) alto conteúdo de 

prolinas; III) resíduo de prolina na posição C-terminal na maioria das sequências; IV) 

BPPs contendo mais de 7 resíduos de aminoácidos geralmente apresentam o 

tripeptídeo isoleucina-prolina-prolina (IPP) na porção C-terminal (Ianzer e cols., 

2004; Zelanis e cols., 2010).  
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Tabela 1: BPPs descritos para a serpente Bothrops jararaca. (N-t)=N-terminal, 

(C-t)=C-terminal, <E=ácido piroglutâmico.  

Sequências de aminoácidos Nomenclatura MM (Da) 

<EKWAP 

 

 

 

 

 

 

 
 

BPP-5a
a,c,d,e

 611,7 

<EWPRP
 

BPP-5b
e
ou BPP-9ª cleaved

f *
 665,8 

<ESWPGP
 

BPP-6a
a,e

 653,7 

<ENWPRP BPP-10b cleaved
f * 

779,4 

<ENWPHP BPP-10c cleaved
f *

 760,3 

<EDGPIPP BPP-7a
e
 705,8 

<EWPRPTP 

 

 

 

 

 

 

BPP-11ª 

 

cleaved
f * 

863,4 

<EWPRPQIPP
 

BPP-9a
a,b,e

 1101,3 

<ESWPGPNIPP
 

BPP-10a
a,b,c,e,g

 1075,2 

<ENWPRPQIPP
 

BPP-10b
b,e,g

 1215,4 

<ENWPHPQIPP
 

BPP-10c
a,b,c,d,e

 1196,3 

<EQWAQNWPHPQIPP BPP-10c +<EQWA(N-t)
g
 1709,5 

<EWPRPTPQIPP
 

BPP-11a
b,e

 1299,5 

<EGRAPGPPIPP
 

BPP-11b
c,e

 1069,2 

<EGRAPHPPIPP
 

BPP-11c
c
 1149,3 

<EGRPPGPPIPP BPP-11d
e
 1095,3 

<EARPPHPPIPP
 

BPP-11e
d,h

 1189,4 

<EARPPHPPIPPAP
 

BPP-11e +AP(C-t)
g
 1357,7 

<EARPPHPPIPPAPL
 

BPP-11e +APL(C-t)
g
 1470,6 

<EARPRHP[Q/K][I /L]PP BPP-11g
h 

1278,7 

<EGRHPP[I /L]PPAP BPP-11h
h
 1148,7 

<ENGPRP[I /L]G[I /L]PP BPP-11i
h 

1127,7 

<ENRHPP[I /L]PPAP BPP-11j
h 

1205,6 

<EQWAQARPPHPPIPPAP
 

BPP-11e +<EQWA(N-t), AP(C-t)
g
 1870,5 

<EGWAWPRPQIPP BPP-12a
a,e

 1415,6 

<EWGRPPGPPIPP
 

BPP-12b
d
 1281,5 

<EWAQWPRPQIPP BPP 12c
e,g

 1485,8 

<ELGPPPRPQIPP 

 

 

BPP-12d
g 

1279,8 

<EARPRPGP[Q/K][ I/L]PP BPP-12e
h 

1295,6 

<EGGWPRPGPEIPP
 

BPP-13a
d, e,g

 1370,5 

<GWPRPGPEIPP BPP-13a -<EG (N-t)
g 

1202,6 

<EWAQGGWPRPGPEIPP BPP-13a +<EWA (N-t)
g 

1756,6 

<EQWAQGGWPRPGPEIPP BPP-13a +<EQWA (N-t)
g
 1884,5 

<EGGLPRPGPEIPP
 

BPP-13b
a,b,c,d,e

 1297,5 

 

 

<EGRPPHPP[I /L]PPAP 

 

BPP-13c
 

 

1342,6 

 <EGRAPHPP[I /L]PPAP BPP-13d 1316,7 

a(Ferreira e cols., 1970a); b (Ondetti e cols., 1971); c (Murayama e cols., 1997); d (Hayashi e 

cols., 2003); e(Ianzer e cols., 2004); f(Pimenta e cols., 2007); g(Zelanis e cols., 2010); 

h(Tashima e cols., 2012).   
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Mesmo com similaridade entre as sequências peptídicas, os BPPs 

apresentam diferenças funcionais tanto sobre a inibição da ECA quanto a 

potencialização da BK (Cotton e cols., 2002; Hayashi e cols., 2003; Ianzer e cols., 

2004; Mueller e cols., 2005; Gomes e cols., 2007; Ianzer e cols., 2007; Verano-

Braga e cols., 2008). 

A ECA é uma enzima de fundamental importância na fisiologia cardiovascular, 

pois converte a angiotensina I em angiotensina II e degrada a BK (Margolius, 1995). 

A bradicinina é um nonapeptídeo que pertencente ao grupo das cininas, que é 

derivado do cininogênio, devido à ação da enzima calicreína (Meki e cols., 1995). As 

cininas estão presentes em vários processos fisiológicos que podem causar a 

vasodilatação e a estimulação da produção de NO (Moreau e cols., 2005).  

As diversas atividades promovidas pelas cininas são mediadas através da 

ligação destas a dois tipos de receptores específicos, os receptores de bradicinina 

do tipo 1 e 2 (B1 e B2). Ações como a vasodilatação, hipotensão e liberação de NO, 

são mediadas pelo receptor B2 e que é expresso constitutivamente em muitos 

tecidos, inclusive no coração (Regoli e cols., 1993; Kinstsurashvilli e cols., 2005), 

enquanto as ações mediadas pelos receptores B1 tem um papel importante em 

processo inflamatórios e na angiogênese (Couture e Girolami, 2004; Campbell, 

2003).  

Os BPPs foram descritos como os primeiros inibidores naturais da ECA, ou 

seja, atuam impedindo tanto a formação de Ang II, como também inibindo a 

degradação da BK, ocasionando respostas anti-hipertensivas (Stewart e cols., 

1971). Apesar da inibição da ECA ter sido conceitualmente estabelecida como 

mecanismo responsável pela ação dos BPPs, recentemente foi comprovado que 

outros alvos moleculares estão envolvidos nos efeitos causados por esses peptídeos 

(Ianzer e cols., 2007; Camargo e cols., 2012; Morais e cols., 2013). 
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1.2 BPP-10c  

 

O BPP-10c é um oligopeptídeo rico em prolina com uma sequência peptídica 

de 10 resíduos de aminoácidos (Figura 1). Foi primeiramente isolado e sequênciado 

no veneno bruto da Bothrops jararaca por Ondetti e colaboradores (1971). O BPP-

10c também foi identificado nos venenos das serpentes Bothrops insularis (Cintra e 

cols., 1990) e Bothrops jararacussu (Rioli e cols., 2008), e recebeu diferentes 

nomenclaturas: BPPIV-1-Bβ, V-7, SQ 20858, S4-,3,1- e BPP-10c, este último sugerido 

por Stewart e cols. (Stewart e cols., 1971).  

 

 

Figura 1: Estrutura primária do BPP-10c (De Sousa e cols., 2010).  

 

Estudos de biodistribuição do BPP-10c marcado com I125 em camundongos 

demonstraram que esse peptídeo se acumula em vários órgãos, incluindo o coração, 

mesmo após a administração do inibidor de ECA, o Captopril (Silva e cols., 2008).  

Até o momento, estudos in vivo demonstraram que os BPPs 5a, 7a, 10c, 11e, 

12b e 13a promovem uma duradoura redução da pressão arterial e da frequência 

cardíaca em ratos espontaneamente hipertensos (SHRs) (Ianzer D. A., 2006, Ianzer 

e cols., 2007, Ianzer e cols., 2011, Morais e cols., 2013).   

 

 

Pro 

Pro 
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Dentre os BPPs avaliados, o BPP-10c é considerado o mais potente para 

reduzir a pressão arterial de animais hipertensos. No entanto, o efeito anti-

hipertensivo do BPP-10c não está diretamente relacionado com sua capacidade de 

inibir a ECA (Ianzer e cols., 2007).  Ensaios in vitro e in vivo mostraram que o 

aumento da atividade catalítica da enzima argininosuccinatosintetase (AsS) é, em 

parte, o responsável pelo efeito anti-hipertensivo evocado pelo BPP-10c (Guerreiro e 

cols., 2009). 

A enzima argininosuccinatosintetase é uma enzima passo limitante na 

produção de óxido nítrico (NO) e pode ser encontrada no citoplasma, na mitocôndria 

e na membrana plasmática (Husson e cols., 2003). A AsS é responsável pela 

conversão da citrulina em arginosuccinato, que sob ação da argininosuccinatoliase 

(AsL) forma L-arginina (L-Arg) e fumarato. A L-Arg serve de substrato para síntese 

de óxido nítrico através da ação da óxido nítrico sintase endotelial (eNOS). A L-

citrulina, sub-produto da conversão de L-Arg em NO pela eNOS, pode ser reciclada 

novamente a L-arginina pela ação da AsS (Hecker e cols., 1990; Shen e cols., 2005; 

Flam e cols., 2007) (Figura 2). 

 

 

 

 

Figura 2: Ilustração das etapas envolvidas na síntese do óxido nítrico (Adaptado de 

Solomonson e cols., 2003). 
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1.3 BPP-5a 

 

O BPP-5a foi o primeiro peptídeo isolado do veneno bruto da Bj (Figura 3). 

Diferente da maioria dos BPPs, o BPP-5a não possui o tripeptídeo IPP na sua 

porção C-terminal (Ferreira e cols., 1970a). 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Estrutura primária do BPP-5a (Denadai e cols., 2007). 

 

 

Embora o BPP-5a tenha sido descrito como um agente potencializador da BK 

(Ferreira e cols., 1970a; Ondetti e cols., 1971; Murayama e cols., 1997), sua ação 

sobre a ECA não explica seu efeito anti-hipertensivo (Ianzer e cols., 2011). A ECA 

possui dois sítios ativos homólogos, C- e N-terminal, com atividades catalíticas 

distintas. O sítio C-terminal, envolvido na regulação da pressão arterial, é 

responsável pela hidrólise da BK e na formação de angiotensina II (Wei e cols., 

1991; Coates, 2003). O BPP-5a tem maior afinidade para o sítio N-terminal da ECA, 

dando sustentação à hipótese da possível existência de outros alvos moleculares 

(Ianzer e cols., 2011).  
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Recentemente, foi mostrado que os efeitos anti-hipertensivo e vasodilatador 

evocados pelo BPP-5a são dependentes de NO, sem o envolvimento dos receptores 

de bradicinina B1 e B2 (Ianzer e cols., 2011). No entanto, esses efeitos não estão 

esclarecidos na literatura, uma vez que foi sugerido que a ação vasodilatadora do 

BPP-5a é mediada pelos receptores de BK, (B2) e Muscarínico, (M1) (Morais e cols., 

2011).  

 

1.4  O óxido nítrico e seu papel em cardiomiócitos 

 

O óxido nítrico (NO) é uma molécula que está envolvida em diversas funções 

fisiológicas e fisiopatológicas, com ações importantes na regulação da homeostase. 

O papel biológico do NO foi demonstrado inicialmente nos vasos, nos quais participa 

do mecanismo de relaxamento e na regulação do tônus vascular (Harrison, 1996).  

A biossíntese do NO ocorre a partir da oxidação de L-arginina (L-Arg) pela 

enzima óxido nítrico sintase (NOS). Há três isoformas de NOS que são codificadas 

por genes distintos: a NOS neuronal (nNOS), encontrada em concentrações 

elevadas em tecidos neuronais, a NOS induzível (iNOS) que é encontrada em 

macrófagos e expressa em resposta a estímulos pró-inflmatórios, e a NOS endotelial 

(eNOS) que foi identificada como a enzima que produz fatores relaxantes derivados 

do endotélio (Davis e cols., 2001; Marleta, 1994; Murad, 1996). As três isoformas da 

NOS estão presentes em cardiomiócitos (Oess e cols., 2006; Mungrue e cols., 

2002).  

A nNOS e a eNOS apresentam expressão constitutivas e tem suas ações 

regulada pelo [Ca+2]i  via calmodulina (Balligand e cols., 1997). Nos cardiomiócitos, a 

eNOS localiza-se nas caveoloas, ancorada pela caleolina 3 na membrana 

plasmática, próximo aos canais de Ca+2  tipo L (Kempf e cols., 2004). A nNOS está 

presente nos gânglios nervosos intracardíacos, nas fibras nervosas atriais e algumas 

fibras nervosas perivasculares dos ventrículos. (Klimaschewski e cols., 1992). 

 O NO produzido no endotélio possui ação vasodilatadora por ação na 

musculatura lisa dos vasos. Além disso, efetores circulantes, como a BK, ligam-se a 

receptores específicos na membrana das células endoteliais, sinalizando uma 

liberação do transiente de cálcio intracelular, o qual se liga à calmodulina formando o 

complexo cálcio-calmodulina (Ca+2 /CaM) responsável pela ativação da eNOS. 

Desse modo, a eNOS torna-se ativada para produzir NO na presença adequada de 



 

11 

 

L-arginina o que possibilita que essa enzima catalise reações de oxidação da L-

arginina em citrulina e liberação de NO (Busse e Fleming, 1995).  

O NO formado no endotélio difundi-se para a musculatura lisa do vaso 

promovendo a ativação da guanilato ciclase e consequente a produção de GMP 

cíclico (cGMP). O cGMPc atua sobre canais de k+ dependentes de voltagem 

dificultando a despolarização destas células, além de promover diretamente a 

diminuição da  [Ca+2]i  promovendo relaxamento muscular (Cawely e cols., 2007).  

Além disso, o NO está envolvido em um papel benéfico na hipertrofia cardíaca 

(Shah, 2005; Jansses e cols., 2004). Estudos demonstraram que o NO promove 

efeito anti-hipertrófico por meio da modulação da via dependente de cGMP. A via 

NO/cGMP desenvolve uma regulação negativa sobre a hipertrofia em cardiomiócitos 

induzido por agonistas adrenérgico inibindo os fatores de crescimento em 

cardimiócitos e fibroblastos. (Calderone e cols., 1998).  

 

1.5 Hipertrofia cardíaca 

 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS) (2005), as doenças 

cardiovasculares lideram as causas de mortes no mundo, dentre essas doenças 

está a hipertrofia ventricular esquerda (HVE). A HVE ocorre em resposta à 

sobrecarga hemodinâmica descrita em várias condições fisiológicas e patológicas e 

pode ser definida como um aumento na massa cardíaca, associada ao aumento da 

fibrose intersticial, morte celular e disfunção cardíaca (Bernardo e cols., 2010). No 

plano celular, é caracterizada pelo aumento do tamanho celular, aumento da síntese 

protéica e ativação de genes hipertróficos (Frey e Olson, 2003).  

O crescimento dos cardiomiócitos na hipertrofia ventricular esquerda pode 

ocorrer pela adição de sarcômeros em série, ocasionando o aumento do 

espessamento da parede e diminuição da luz do ventrículo ou em paralelo, 

ocasionando o aumento do espessamento da parede e ampliação da luz do 

ventrículo, permitindo que a célula aumente em comprimento ou em diâmetro, 

levando à hipertrofia excêntrica ou concêntrica, respectivamente (Kempf, 2004)  

O estímulo primário para a hipertrofia é traduzido no interior da célula como 

alterações bioquímicas e levam a ativação de segundos mensageiros que irão agir 

no núcleo celular, regulando a transcrição, e finalmente determinarão a expressão 

gênica que induz a hipertrofia (Knowlton e cols., 1993). 
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Os cardiomiócitos expressam tanto receptores α1-adrenérgicos (α1-AR), 

quanto receptores β-adrenérgicos (β-AR). A estimulação dos receptores β-AR ativa 

a adenilato-ciclase pela interação com a proteína G estimulatória (Gs), a qual 

desencadeia cascatas intracelulares que ativam proteínas quinases A (PKA), 

estimulando vias pró-hipertróficas (Dash e cols., 2003). A estimulação crônica dos β-

AR pela administração do isoproterenol, induz o aumento da massa cardíaca dos 

cardiomiócitos e aumento de fibrose miocárdica, o que culmina com a insuficiência 

cardíaca (Ozaki e cols., 2002).  

A estimulação dos receptores α1-adrenérgicos (α1-AR) induz a ativação da 

proteína Gq, esta provoca a ativação da fosfolipase C, que estimula hidrólise de 

fostadil inositóis da membrana, gerando dois segundos mensageiros, o diacilglicerol 

(DAG) e o inositol trifosfato (IP3). O IP3 estimula a liberação de Ca+2 do retículo 

sarcoplasmático, enquanto o DAG ativa a proteína quinase C (PKC) e, esta, por sua 

vez, induz a hipertrofia em cultura e miócitos neonatais (Knowlton,1993) 

Os receptores acoplados a proteínas G quinases (GRKs) desempenham um 

papel fundamental na hipertrofia cardíaca é abundantemente expressa em 

cardiomiócitos. A estimulação de agonistas adrenérgicos em cardiomiócitos promove 

a ativação da calmodulina (CaM) que em sequência promove uma interação com a 

GRK5 na membrana plasmática, assim a GRK5 é dirigida para o núcleo. Uma vez no 

núcleo, a GRK5 atua em genes hipertróficos, como a MEF2 e HDAC5, induzindo um 

aumento da transcrição desses genes, contribuindo para a hipertrofia cardíaca e o 

aumento da área celular (Gold, e cols., 2013; Martini, e cols., 2008).  

As vias de sinalização que promovem a hipertrofia cardíaca já estão bem 

estabelecidas, no entanto ainda não estão esclarecidos por completo os 

mecanismos que se opõem à hipertrofia em cardiomiócitos. Assim, o óxido nítrico 

tem apresentado um papel benéfico na hipertrofia cardíaca (Shah, 2005; Jansses 

ecol., 2004) 

Contudo, o presente estudo propôs avaliar a ação dos BPP-10c e BPP-5a na 

produção de óxido nítrico em cardiomiócitos, além disso, verificar se este efeito é 

mediado via receptor(es) de bradicinina. Identificar o possível efeito dos BPPs nas 

vias de sinalização de óxido nítrico em cardiomiócitos e avaliar o efeito dos BPPs em 

modelos de hipertrofia cardíaca in vitro e in vivo. 
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2. OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Estudar a ação dos BPP-10c e BPP-5a na liberação do óxido nítrico, nas vias 

hipertróficas em cardiomiócitos e sobre a hipertrofia cardíaca in vivo. 

 

2.2 Objetivos Específicos  

 

Avaliar os efeitos do BPP-10c e do BPP-5a na via do óxido nítrico e vias 

hipertróficas in vitro. 

 

I. Avaliar a produção de óxido nítrico induzida pelos BPP-10c e BPP-5a em 

cardiomiócitos ventriculares de camundongos. 

 

II. Avaliar a produção de óxido nítrico induzida pelo BPP-10c em cardiomiócitos 

ventriculares de camundongos nocautes para os receptores de bradicinina tipo 1 

e do tipo 2. 

 
III. Investigar a expressão das proteínas envolvidas no aumento do óxido nítrico 

através da via p-NOS e p-AKT, em cardiomiócitos ventriculares de camundongos 

tratados com BPP-10c. 

 
IV. Avaliar os efeitos dos BPP-10c e BPP-5a na hipertrofia celular através da via da 

GRK5 e medida da área celular induzida por agonistas adrenérgicos em 

cardiomiócitos provenientes de ratos neonatos. 

 
V. Investigar se o efeito benéfico do BPP-5a na hipertrofia celular induzida por 

agonistas adrenérgicos é dependente de óxido nítrico em cardiomiócitos 

provenientes de ratos neonatos. 

 

Avaliar os efeitos da administração crônica do BPP-10c em ratos com 

hipertrofia cardíaca induzida pelo isoproterenol  in vivo. 

 

I. Verificar o efeito da infusão de BPP-10c na hipertrofia cardíaca e função 

cardiovascular induzida pelo isoproterenol em ratos. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

3.1 Animais  

 

Para a realização dos ensaios in vitro foram utilizados camundongos 

C57BL/6, camundongos nocaute para os receptores de bradicinina tipo 1 (B1KO) e 

camundongos nocaute para os receptores de bradicinina tipo 1 e tipo 2 (B1B2KO) 

com idade de 8 a 12 semanas. Para os experimentos de cultura celular de 

cardiomiócitos neonatos foram utilizados ratos Wistar de 3 a 5 dias de idade. Para 

experimentos in vivo foram utilizados ratos Wistar com idade entre 10 a 12 semanas. 

Os animais foram provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de 

Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB-UFMG) e foram 

mantidos no Biotério do Departamento de Fisiologia e Biofísica com livre acesso à 

água e ração, à temperatura ambiente entre 22-24°C e ciclo claro-escuro de 14/10 

horas. 

 

 

3.2  BPPs 

 

Os peptídeos BPP-10c e o BPP-5a foram fornecidos pela Dra. Danielle 

Ianzer, sintetizados no Laboratório Especial de Toxinologia do Instituto Butantan – 

São Paulo / Brasil, segundo o método de síntese de fase-sólida pela estratégia 

Fmoc e purificados por cromatografia de fase-reversa em sistema de HPLC como 

descrito em Ianzer e cols. 2004.  

 

 

3.3 Isolamento dos cardiomiócitos ventriculares provenientes de 

camundongos  

 

Para a obtenção dos cardiomiócitos ventriculares de camundongos C57BL/6 e 

camundongos nocaute para os receptores de bradicinina tipo 1 e tipo 2, foi utilizado 

o procedimento padrão para a dissociação enzimática do tecido cardíaco. Após o 

sacrifício dos animais, os corações foram retirados e rapidamente perfundidos 

retrogradamente pelo método de Langendorff com uma solução tampão de digestão 
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livre de Ca+2, contendo NaCl(130mM), KCl(5,4mM), HEPES (25mM), MgCl2(0,5mM), 

NaH2PO4(0,33mM), ácido lático (1mM), ácido pirúvico (3mM), glicose (22mM) e 

insulina (10u/L). Os corações foram perfundidos com o tampão de digestão até a 

retirada dos resíduos de sangue. Após isso, os corações foram perfundidos com o 

tampão de digestão suplementado com CaCl2 (50µM) e colagenase tipo II (1mg/mL) 

até ficar macio.  

 Após a digestão, foram utilizadas apenas as câmaras ventriculares que foram 

picotadas e homogeneizadas para a dissociação mecânica. Após a dissociação dos 

cardiomiócitos ventriculares, as células foram colocadas em solução Tyrode 

contendo NaCl (140mM), KCl (5mM), HEPES (5mM), NaH2PO4 (1mM),  MgCl2 

(1mM), CaCl2 (1,8mM) e glicose (10mM). Após o isolamento, as células foram 

prontamente utilizadas para os experimentos de medida da produção do óxido 

nítrico e Western Blot. 

 

 

3.4  Avaliação da produção de óxido nítrico 

 

A produção de óxido nítrico foi avaliada em cardiomiócitos ventriculares de 

camundongos C57BL/6 e camundongos nocaute para os receptores de bradicinina 

tipo 1 e tipo 2. A medida da produção de NO foi realizada através de uma sonda 

sensível ao óxido nítrico, DAF-FM (4amino-5-methylamino-2’,7’-difluorofluorescein 

diacetate) (Molecular Probes). Os cardiomiócitos ventriculares foram incubados a 

37o C por 30 minutos com 5 µmol/L de DAF-FM. Após o período de incubação, as 

células foram lavadas e mantidas a 37o C por mais 30 minutos com solução de 

Tyrode (os componentes da solução está descrito no item 3.3). Após a lavagem, os 

cardiomiócitos foram tratados com BPP-10c nas concentrações 0,1µM; 1µM e 10µM 

nos tempos de 5 a 20 minutos e BPP-5a nas concentrações de 0,1µM nos tempos 

de 5 a 20 minutos e posteriormente a sonda DAF-FM foi excitada no comprimento 

de onda de 488nm e com emissão em 515nm. As imagens da fluorescência 

decorrente da produção de óxido nítrico foram obtidas por microscopia confocal 

(Zeiss 510 Meta) (ICB, CEMEL, UFMG) e mensuradas pelo software Image J (NIH). 
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3.5 Western Blot 

 

Para investigar os níveis de expressão das proteínas envolvidas na via do 

óxido nítrico, foram utilizados cardiomiócitos ventriculares provenientes de 

camundongos C57BL/6 e incubados por 10 minutos com BPP-10c (1µM). As células 

foram homogeneizadas em tampão de lise contendo NaCl (100mM), Tris-base 

(50mM), EDTA-2 Na (5mM), Na4P2O7 x 10H2O (50mM), MgCl2 (1mM), detergentes 

(Nonidet P40 1%; Triton X-100 0,3% e Sodiumdeoxycholate 0,5%), inibidores de 

protease ( 200mM de PMSF; 15,7mg/mL de benzamidina e 10µL de pepstatina) e 

inibidores de fosfatase (20mM de NAF e 1mMde Na3VO4).  

Ao fim deste processo, o conteúdo foi centrifugado a 8.000 rpm por 12 

minutos, a 4°C. As proteínas foram quantificadas utilizando o método de Bradford 

(Bradford, 1976). Entre 30µg e 50µg de proteína foram diluídas em tampão de 

amostra (5x – 2M Tris pH=6,8, 20% glicerol, 30% SDS, 25% β-mercaptoetanol, 0,1 

% Azul de Bromofenol) para a separação em gel de SDS-PAGE (sodiumdodecyl 

(lauryl) sulfate-poliacrilamide) em concentração de 10-12%, dependendo da massa 

molecular da proteína a ser avaliada, e o gel de concentração a 4%. Para controle 

da massa molecular das proteínas, foi utilizado um padrão de massa molecular (BIO-

RAD).  

 Após serem separadas em gel, as proteínas foram transferidas para uma 

membrana de nitrocelulose ou PVDF. A qualidade da transferência foi monitorada 

através da coloração da membrana com solução de Ponceau (0,2%). As membranas 

foram lavadas com TBS-Tween e colocadas por 1 hora em solução de bloqueio 

(TBS-Tween com 5% de leite desnatado) a fim de bloquear as ligações não 

específicas. Após o bloqueio, as membranas foram incubadas com o anticorpo 

primário específico, durante a noite em câmara fria (4°C). 

 Os seguintes anticorpos primários foram utilizados: anti-gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase (GAPDH) (1:5000, Santa Cruz), anti-eNOS fosforilada (1:1000, 

AbCam) e anti-AKT fosforilada no sítio Serina 1177 (1:1000, Cell Signaling). Após 

incubação com o anticorpo primário, as membranas foram lavadas com TBS-Tween 

durante 5 minutos por 5 vezes e incubadas com o anticorpo secundário conjugado a 

peroxidase (HRP) Goat anti-mouse IgG-HRP 1:5000 ou Goat anti-rabbit IgG-HRP 

1:5000 (Sigma). Seguida da incubação com o anticorpo secundário, as membranas 

foram novamente lavadas em TBS-Tween durante 5 minutos por 5 vezes. As bandas 
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foram detectadas por reação de quimioluminescência (ECL plus –

AmershamBiotechnology) e a intensidade das mesmas foi avaliada por análise 

densitométrica através do software ImageQuantTM. Nos experimentos, os níveis de 

proteínas foram normalizados pelos níveis de expressão da GAPDH. 

 

 

3.6 Protocolo experimental da avaliação da via do óxido nítrico em 

cardiomiócitos ventriculares de camundongos. 

 

Com intuito de avaliar a produção de óxido nítrico em camundongos C57BL/6, 

B2KO e B1B2KO, os cardiomiócitos provenientes de cada animal foram subdividos 

em grupos experimentais controle, BPP-10c e BPP-5. Para a obtenção dos 

cardiomiócitos ventriculares foi utilizado o procedimento de isolamento de 

cardiomiócito (item 3.3), posteriormente incubados com a sonda DAF por 1 hora 

para a medida do óxido nítrico (item 3.4). Os cardiomiócitos foram tratados com 

BPP-10c e BPP-5a por um período de 20 minutos e as imagens foram obtidas por 

microscopia confocal (Figura 4).   

 

 

 

 

Figura 4: Protocolo experimental da medida de produção de óxido nítrico nos 

cardiomiócitos ventriculares de camundongos. 
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Com o intuito de avaliar a expressão das proteínas envolvidas na via do óxido 

nítrico, foram utilizados cardiomiócitos de camundongos C57/BL6, por meio do 

procedimento de isolamento de cardiomiócito (item 3.3). Posteriormente, os 

cardiomiócitos foram incubados com BPP-10c (1µM) por 10 minutos. Ao final deste 

processo as proteínas foram extraídas e realizado o experimento de Western Blot 

(item 3.5) (Figura 5).  

 

 

 

Figura 5: Protocolo experimental da expressão de proteínas envolvidas na via 

de óxido nítrico nos cardiomiócitos ventriculares de camundongos. 

 

 

3.7 Isolamento e cultura dos cardiomiócitos ventriculares provenientes 

de ratos neonatos. 

 

 Os cardiomiócitos foram isolados de corações de ratos Wistar neonatos, de 3 

a 5 dias de idade, conforme descrito por Guatimosim e cols. (2008). Após a 

decapitação, o coração de cada animal foi retirado e colocado em uma placa 

contendo meio HBSS (Solução balanceada de Hank’s) gelado. Os corações foram 

picotados e os pedaços de tecido foram colocados em um tubo contendo solução de 

tripsina (100µg/mL) e HBSS, onde foram homogeneizados delicadamente e 

incubados sob agitação a uma temperatura de 2-8°C, durante à noite (16-20hs).  

Ao fim deste período, foi adicionado ao tudo colagenase (5mg) e inibidor de 

tripsina (0,25%) e mantidos sob agitação durante 40 minutos em temperatura 
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ambiente. Após digestão do tecido pela ação da colagenase, a solução foi 

homogeneizada e deixada em repouso por 5 minutos. O procedimento foi repetido 

até os tecidos serem digeridos a pedaços bem pequenos. A solução contendo os 

cardiomiócitos foi filtrada em um filtro previamente umidificado com meio L-15 

(Gibco-Carlsbad, CA) e mantida em repouso por 30 minutos. Após 5 minutos de 

centrifugação (1450rpm), as células foram ressuspendidas em meio 199 (Sigma) 

suplementado com 10% de soro fetal (SFB-Gibco), 10000 unidades/mL de penicilina 

e 10 mg/mL de estreptomicina (Sigma). 

 Os cardiomiócitos foram plaqueados em lamínulas pré-tratadas com 

fibronectina e incubadas em estufa a 37°C e 5% CO2. Um dia após o plaqueamento, 

foi adicionado ao meio de cultura 20µg/mL de citosina-d-arabinofuranosida (ARA-c) 

para prevenir o crescimento e divisão de células não miocitárias na cultura e 

mantidas a 37°C e 5% CO2 por 48 horas. Os cardiomiócitos foram mantidos em 

placas de cultura de seis poços e divididos entre diferentes grupos experimentais. O 

tratamento de cada grupo experimental teve duração total de 36 horas, sendo 

realizado um tratamento a cada período de 12 horas. As células foram mantidas 

durante todo o experimento a 37°C e 5% de CO2. 

 

 3.8 Imunofluorescência 

 

Após o término do tratamento, as células foram lavadas com PBS 1x e fixadas 

em paraformaldeído 4% por 15 minutos à temperatura ambiente. A permeabilização 

da membrana plasmática foi feita com solução de PBS 1X/Triton 0,5% e o bloqueio 

foi feito com solução PBS 1X, BSA 10%, Triton 0,5%, por 1 hora em câmara úmida. 

Em seguida, as células foram incubadas durante 2 horas com os seguintes 

anticorpos: anticorpo policlonal anti-GRK-5 (1:50) e anticorpo monoclonal anti-α-

actinina (1:150).  

Após lavagens, as células foram incubadas com o anticorpo secundário anti-

coelho conjugado ao Alexa-488 (1:500), anticorpo anti-camundongo conjugado ao 

Alexa-633 e para a marcação nuclear foi utilizado o DAPI (4’,6-diamidino-2-

phenylindole) (1:25). Após as lavagens para a retirada dos excessos de anticorpos, 

as lâminas foram montadas com uma gota de Hydromount®.   

As imagens foram obtidas por microscópio confocal Zeiss 510 Meta do centro 

de microscopia CEMEL da UFMG, utilizando a objetiva de 63x com imersão em óleo. 

Para garantir a especificação da marcação, alguns parâmetros do microscópio foram 
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padronizados, o pinhole e o detector de ganho foram mantidos sempre o mesmo 

para a captura das imagens do controle e dos tratamentos.   

 

3.9 Medida da área celular dos cardiomiócitos provenientes de ratos 

neonatos 

 

Após o tratamento e a marcação do citoesqueleto dos cardiomiócitos 

provenientes de ratos neonatos com anticorpo anti-α-actinina conjugado ao Alexa-

633, a área celular (em µm2) foi obtida através do microscópio Confocal Zeiss 510 

Meta e mensurada através da demarcação da área dos cardiomiócitos analisadas 

pelo software LSM Image Browser.  

 

3.10 Protocolo experimental da cultura de cardiomiócitos provenientes 

de ratos neonatos  

Para a obtenção dos cardiomiócitos provenientes de ratos neonatos, foi 

utilizado o procedimento de isolamento de cardiomiócitos e em seguida a cultura de 

cardiomiócitos (item3.7).    

Os cardiomiócitos foram mantidos em placas de cultura de seis poços e 

distribuídos entre os diferentes grupos experimentais:  

I) Controle (CT);  

II) Isoproterenol (ISO -10µM) ou fenilefrina (FE-50µM);  

III) Isoproterenol ou fenilefrina co-administrado com os BPPs (1µM);  

IV) Isoproterenol ou fenilefrina co-administrado com os BPPs, associados 

com o inibidor da NO sintase, o L-NAME (1µM). 

 

Ao término dos tratamentos foi realizado a imunofluorescência (item 3.8) e as 

imagens foram obtidas por microscopia confocal.  
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Figura 6: Protocolo experimental do tratamento da cultura de cardiomiócitos 

provenientes de ratos neonatos. 

 

3.11 Implantação de mini-bomba osmótica  

 

Os ratos Wistar foram anestesiados com tribromoetanol 2,5% (1ml/100g peso 

corporal, via intraperitoneal) para a implantação das mini-bombas osmóticas (modelo 

2001,ALZET®), previamente preparadas e preenchidas com o BPP-10c (para 

administração média de 71nmol/Kg/dia, com fluxo de infusão de 1µl/Kg/h), colocadas 

na região dorsal dos ratos. Uma pequena incisão foi feita na região escapular para 

colocação da mini-bomba. Uma tesoura de ponta romba foi introduzida na incisão 

para abrir espaço e a mini-bomba foi acomodada. Em seguida, a incisão foi suturada 

com fio cirúrgico. Os peptídeos foram infundidos continuamente por via sub-cutanea 

(s.c.) durante 7 dias consecutivos. 

 

3.12 Ecocardiografia 

  

Ao final do tratamento de sete dias, todos os animais foram submetidos ao 

exame ecocardiográfico transtorácico sob anestesia com Isoflurano para análise da 

morfologia e função cardíaca in vivo. Foi utilizada uma forma não invasiva, de alta 

frequência, o sistema de ecocardiografia de alta resolução, que consiste de uma 

máquina de ultra-som Vevo 2100 equipado com 16-40MHz (Visual Sonic, Toronto, 

Canadá).  
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Após anestesia com Isoflurano 3,5%, os ratos foram colocados em posição 

supina em uma mesa e submetidos à tricotomia do tórax e abdome. A mesa foi 

equipada com elétrodos para a monitorização eletrocardiográfica e com um sistema 

de aquecimento para a manutenção de temperatura corporal em 37°C. A anestesia 

foi mantida através de cone focinho com Isoflurano entre 2 e 2,5 % de concentração. 

Imagens de alta resolução foram obtidas em posição paraesternal direita e 

esquerda e foram obtidas imagens do eixo longo, eixo curto e apical. As imagens 

registradas e os cálculos foram realizados de acordo com as recomendações da 

Sociedade Americana de Ecocardiografia.  

As seguintes medidas foram realizadas em Modo-M: as dimensões internas 

do ventrículo esquerdo (VE) em diástole e sístole (LVIDd e LVIDs, respectivamente) 

e espessura da parede posterior do VE em diástole e sístole (LVPWd e LVPWs 

respectivamente). A partir dessas medidas foram calculadas a fração de 

encurtamento (FS) e fração de ejeção (FE). Para avaliação desses parâmetros, 

foram feitas medidas de regiões específicas do miocárdio de acordo com Cikes e 

colaboradores (2010), utilizando o software Vevostrain. 

 

3.13  Medida da hipertrofia cardíaca 

 

Após a realização da ecocardiografia, a hipertrofia cardíaca foi avaliada nos 

animais dos diferentes grupos experimentais através da razão entre o peso do 

coração (em gramas) e o comprimento da tíbia (em centímetros). 

 

3.14 Protocolo de hipertrofia cardíaca em ratos induzida pelo 

isoproterenol 

 

Para os experimentos in vivo de hipertrofia cardíaca induzida por 

isoproterenol, foram utilizados ratos Wistar adultos e separados em 4 grupos 

experimentais: 

 

1) Grupo controle (CT): os animais foram submetidos à administração 

intraperitoneal (i.p.) de salina 0,9%, uma vez ao dia, durante sete dias 

consecutivos.   
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2) Grupo Isoproterenol (ISO): os animais receberam Isoproterenol (4,5 mg/kg – 

i.p.), uma vez ao dia, durante sete dias consecutivos. 

 

3) Grupo Isoproterenol + BPP-10c (ISO+BPP-10c): os animais receberam 

Isoproterenol (4,5mg/Kg/dia, i.p.) e foram tratados com BPP-10c 

(71nmol/Kg/dia, s.c.) durante sete dias consecutivos por via sub-cutanea (s.c.). 

O BPP foi administrado através de infusão s.c. contínua utilizando mini-bomba 

osmótica (ALZET®, modelo 2001). 

 

4) Grupo BPP-10c (BPP-10c): os animais foram submetidos à administração 

intraperitoneal de salina 0,9% durante sete dias consecutivos e foram tratados 

com BPP-10c (71nmol/Kg/dia, s.c.) infundido por mini-bomba osmótica durante 

sete dias consecutivos. 

 
Os animais foram anestesiados para a implantação das mini-bombas (item 3.11), 

posteriormente tratados por 7 dias. No oitavo dia todos os animais foram submetidos 

a exames de ecocardiografia (item 3.12) e sacrificados para a avaliação da medida 

da hipertrofia cardíaca (item 3.13) (Figura 7).  

 

 

 

Figura 7: Protocolo experimental do tratamento de ratos Wistar adultos. 

 

3.15 Análises estatísticas 

 

 Os dados foram apresentados como média ± erro padrão. As análises foram 

realizadas através do test t de Student ou análise de variância (ANOVA) seguido do 

teste de Bonferroni. O nível de significância foi estabelecido como       *p< 0,05. 
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4. RESULTADOS  

 

4.1 Produção de óxido nítrico em cardiomiócitos ventriculares de 

camundongos tratados com BPP-10c e BPP-5a. 

 

Sabendo que os efeitos anti-hipertensivos promovidos pelos BPPs envolvem 

a liberação de NO (Guerreiro e cols, 2009 e Ianzer e cols., 2011), a primeira etapa 

deste trabalho teve como principal intuito investigar se o tratamento com o peptídeo 

BPP-10c seria capaz de estimular a produção de óxido nítrico (NO) em 

cardiomiócitos ventriculares de camundongos.  

Para isso, foram utilizados cardiomiócitos ventriculares de camundongos 

C57BL/6 marcados com uma sonda fluorescente sensível ao NO (DAF-FM). Os 

cardiomiócitos foram incubados com diferentes concentrações deste peptídeo, a fim 

de se obter uma curva concentração-resposta e identificar a concentração ideal 

capaz de promover a produção de NO. 

Observamos na figura 8 que os cardiomiócitos ventriculares de camundongos 

tratados por 20 minutos com o BPP-10c nas concentrações de 0,1µM e 1µM 

promoveu um aumento significativo da fluorescência do DAF-FM, sugerindo um 

aumento da produção do óxido nítrico quando comparados ao grupo controle. No 

entanto, conforme apresentado, nenhuma alteração significativa foi observada nos 

cardiomiócitos ventriculares de camundongos incubados por 20 minutos com BPP-

10c na concentração de 10µM. 
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Figura 8: Curva concentração-resposta na produção de óxido nítrico do BPP-10c 

em cardiomiócitos ventriculares de camundongos incubados por 20 minutos nas 

concentrações de 0,1µM, 1µM e 10µM. A. Imagens representativas da fluorescência 

do DAF-FM em cardiomiócitos obtidas através de microscopia confocal.  B. Média da 

fluorescência (representada em unidades arbitrárias) obtida em cardiomiócitos 

ventriculares de camundongos incubados com BPP-10c. **p<0,01, ***p<0,001; 

n=número de células analisadas.  

 

Adicionalmente, foi investigado o efeito tempo-dependente do BPP-10c, para 

avaliarmos qual seria o tempo ideal para promover as alterações na produção de 

NO. Para isto, foram utilizados cardiomiócitos ventriculares de camundongos 

marcados com uma sonda fluorescente sensível ao NO (DAF-FM). A Figura 9 

apresenta análise do curso temporal da produção de NO em cardiomiócitos 

incubados com BPP-10c na concentração de 0,1µM nos tempos de 5, 10, 15 e 20 

minutos.  

Foi observado que o BPP-10c na concentração de 0,1µM promoveu aumento 

significativo da fluorescência do DAF-FM após o tempo de 15 e 20 minutos de 

incubação quando comparado ao grupo controle (Figura 9B).  
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Figura 9: Efeito tempo-dependente na produção de óxido nítrico do BPP-10c 

(0,1µM) nos tempos de incubação de 5,10, 15 e 20 minutos em cardiomiócitos 

ventriculares de camundongos. A. Imagem representativa da fluorescência do DAF-

FM em cardiomiócitos ventriculares incubados por diferentes tempos com BPP-10c, 

obtidas através de microscopia confocal.  B. Média da fluorescência (representada 

em unidades arbitrárias) obtida em cardiomiócitos ventriculares de camundongos. 

*p<0,05, **p<0,01; n=número de células analisadas. 

 

Da mesma forma, nosso próximo passo foi avaliar o tempo de incubação ideal 

do BPP-5a na concentração de 0,1µM na produção de óxido nítrico (NO), durante os 

tempos de 5, 10, 15 e 20 minutos em cardiomiócitos ventriculares de camundongos 

(Figura 10). 

Os resultados da análise do curso temporal da produção de NO mostraram 

um aumento significativo da fluorescência do DAF-FM após 20 minutos de 

incubação com o BPP-5a, conforme observado na Figura 10. 
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Figura 10: Efeito tempo-dependente na produção de óxido nítrico do BPP-5a 

(0,1µM) nos tempos de incubação de 5,10, 15 e 20 minutos em cardiomiócitos 

ventriculares de camundongos. A. Imagens representativas de cardiomiócitos 

obtidas através de microscopia confocal mostrando a fluorescência do DAF-FM nos 

cardiomiócitos ventriculares de camundongos submetidos a diferentes tempos de 

incubação com BPP-5a. B. Gráfico de barras mostra a média da fluorescência 

(representada em unidades arbitrárias) obtida em cardiomiócitos ventriculares de 

camundongos. *p<0,05; n=número de células analisadas. 
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4.2 Produção de óxido nítrico em cardiomiócitos ventriculares de 

camundongos nocaute para o receptor de bradicinina. 

 

Nosso próximo passo foi investigar se a produção de NO promovida pelo 

BPP-10c teria como alvo o receptor de bradicinina os receptores do tipo 1 e 2, e 

consequentemente promover alterações na produção de NO. Para isto 

primeiramente utilizamos os cardiomiócitos ventriculares de camundongos nocaute 

para o receptor de bradicinina do tipo 2 (B2KO) marcados com o DAF-FM.  

A figura 11 mostra um aumento significativo da fluorescência do DAF-FM, 

após 20 minutos de incubação com o BPP-10c nas concentrações de 0,1µM e 1µM 

quando comparado ao grupo controle (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Efeito na produção de óxido nítrico do BPP-10c nas concentrações de 

0,1µM e 1µM incubados por 20 minutos em cardiomiócitos ventriculares de 

camundongos nocaute para o receptor de bradicinina do tipo 2 (B2KO). A. Imagens 

representativas da fluorescência do DAF-FM em cardiomiócitos ventriculares obtidas 

através de microscopia confocal.  B. Média da fluorescência (representada em 

unidades arbitrárias) obtida em cardiomiócitos ventriculares de camundongos 

incubados com BPP-10c. *p<0,05, **p<0,01; n=número de células analisadas.  
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Com o objetivo de confirmarmos os resultados anteriores, que mostram a não 

participação do receptor de bradicinina para o aumento da produção de NO em 

resposta ao tratamento com BPP-10c, utilizamos cardiomiócitos de camundongos 

duplo nocaute para o receptor de bradicinina do tipo 1 e tipo 2 (B1B2KO) e avaliamos 

a produção de NO.  

Corroborando com os resultados anteriores (figura 11), foi observado na 

figura 12 um aumento significativo na produção de NO em cardiomiócitos 

ventriculares de camundongos B1B2KO depois de incubados por 20 minutos do BPP-

10c (1µM) quando comparado ao grupo controle. Interessantemente, notamos que o 

aumento na produção de NO promovida pelo BPP-10c obteve resposta semelhantes 

nos animais B2KO e animais B1B2KO, quando comparados aos animais selvagens. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Efeito na produção do óxido nítrico do BPP-10c na concentração de 1µM 

incubados por 20 minutos em cardiomiócitos ventriculares de camundongos nocaute 

para o receptor de bradicinina do tipo 1 e 2 (B1B2KO). A. Imagens representativas da 

fluorescência do DAF-FM em cardiomiócitos ventriculares obtidas através de 

microscopia confocal.  B. Média da fluorescência (representada em unidades 

arbitrárias) obtida em cardiomiócitos ventriculares de camundongos incubados com 

BPP-10c. **p<0,01; n=número de células analisadas.  
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4.3 Expressão da eNOS fosforilada em cardiomiócitos ventriculares de 

camundongos tratados com BPP-10c. 

 

Baseado nas observações de que o BPP-10c promove um aumento na 

produção de NO, nosso próximo passo foi investigar se este aumento poderia estar 

diretamente relacionado à fosforilação da enzima eNOS em seu sítio de ativação 

serina 1177 nos cardiomiócitos ventriculares de camundongos.  

Como apresentado na Figura 13, a incubação por 10 minutos do BPP-10c na 

concentração de 1µM, promoveu um aumento significativo da fosforilação da enzima 

eNOS no sítio Ser 1177 em cardiomiócitos ventriculares de camundongos, quando 

comparado ao grupo controle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Expressão da proteína eNOS fosforilada no sítio de ativação Ser 1177 

em cardiomiócitos ventriculares de camundongos tratados com BPP-10c (1µM) por 

10 minutos de incubação. A. Imagem representativa do Western-Blot em 

cardiomiócitos ventriculares. A expressão do GAPDH foi utilizada para a 

normalização dos resultados. B. Média da densidade das bandas das proteínas 

(representadas em unidades arbitrárias) obtida em cardiomiócitos ventriculares de 

camundongos incubados com BPP-10c. *p<0,05. n= número de amostras 

analisadas. 
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4.4 Expressão da proteína Akt fosforilada em cardiomiócitos ventriculares de 

camundongos tratados com BPP-10c. 

 

Uma vez verificada o aumento da produção de NO e da expressão da 

fosforilação da enzima eNOS no sítio Ser 1177 em cardiomiócitos tratados com 

BPPs, decidimos investigar possíveis vias de sinalização envolvidas na produção de 

NO.  

Sabe-se que a Akt é uma importante proteína envolvida na ativação da eNOS, 

uma vez que é capaz de fosforilar a eNOS em seu sítio de ativação Ser 1177, 

levando a um aumento da atividade desta enzima e consequentemente a produção 

de NO (Wu e cols., 2002).  

Deste modo, foram analisados os níveis de fosforilação da Akt em 

cardiomiócitos de camundongos C57BL/6 incubados por 10 minutos na 

concentração de 1µM do BPP-10c. Conforme observado na Figura 14, apesar da 

tendência em aumento na fosforilação da proteína Akt com um valor de p<0,08, este 

aumento não foi significativo, quando comparado ao grupo controle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Expressão da proteína AKT fosforilada em cardiomiócitos ventriculares 

de camundongos tratados com BPP-10c (1µM) por 10 minutos de incubação. A. 

Imagem representativa do Western-Blot em cardiomiócitos ventriculares. A 
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expressão do GAPDH foi utilizada para a normalização dos resultados. B. Média da 

densidade das bandas das proteínas (representadas em unidades arbitrárias) obtida 

em cardiomiócitos ventriculares de camundongos incubados com BPP-10c. *p<0,05. 

n= número de amostras analisadas. 

 

4.5 Efeito dos BPPs na translocação nuclear da GRK5 e na medida da área 

celular em cardiomiócitos provenientes de ratos neonatos tratados com 

agonistas adrenérgicos. 

 

Para verificarmos se a ativação e a translocação nuclear da GRK5 mediada 

por agonistas adrenérgicos poderia ser modulada pelos BPPs, ensaios de 

imunofluorescência foram realizados utilizando anticorpos específicos para avaliar a 

localização celular da GRK5 em cardiomiócitos provenientes de ratos neonatos.  

Como esperado, foi observado aumento da translocação nuclear da GRK5 em 

cardiomiócitos provenientes de ratos neonatos tratados com o agonista β-

adrenérgico isoproterenol (ISO) na concentração de 10µM por 72 horas. A co-

administração com o BPP-10c na concentração de 1µM por 72 horas preveniu a 

translocação nuclear da GRK5 induzida pelo isoproterenol. Quando administrado 

somente o BPP-10c e o ISO+BPP-10c, nenhuma alteração significativa foi 

observada ao ser comparada com o grupo controle (Figura 15). 
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Figura 15: Análise da translocação nuclear da GRK5 em cardiomiócitos 

provenientes de ratos neonatos tratados com Isoproterenol (10μM) e BPP-10c (1μM) 

por um período de 72 horas. A. Imagens representativas obtidas a partir da 

microscopia confocal. A marcação em vermelho representa a α-actinina, em verde a 

GRK5 e em azul o DAPI que marca o núcleo da célula. A última coluna representa a 

sobreposição das imagens. B. Translocação da GRK5 do núcleo para o citosol em 

cardiomiócitos de ratos neonatos *p<0,05, ***p<0,001; n= número de células. 
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Em seguida, avaliamos se, assim como observado na figura 15, em que a 

administração do BPP-10c foi capaz de prevenir o aumento da translocação nuclear 

da GRK5 induzida pelo isoproterenol, se o BPP-5a também seria capaz de promover 

a mesma resposta, e se esta estaria envolvida com a produção de NO.  

De fato, como observado na Figura 16, a translocação nuclear da GRK5 

induzida pelo isoproterenol (10µM) por 72 horas foi prevenida nos cardiomiócitos 

provenientes de ratos neonatos tratados concomitantemente por 72 horas do BPP-

5a (1µM) e este efeito foi abolido na presença do inibidor da NO sintase, o L-NAME 

(1µM). Quando comparado o ISO+BPP-5a e o BPP-5a com o grupo controle, não 

apresentaram diferença significativa. 
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Figura 16: Análise da translocação nuclear da GRK5 em cardiomiócitos 

provenientes de ratos neonatos tratados com Isoproterenol (10μM), BPP-5a (1μM),  

e L-NAME (1μM), por um período de 72 horas. A. Imagens representativas obtidas a 

partir da microscopia confocal. A marcação em vermelho representa a α-actinina, em 

verde a GRK5 e em azul o DAPI. A última coluna representa a sobreposição das 

imagens. B. Translocação da GRK5 do núcleo para o citosol em cardiomiócitos de 

ratos neonatos. ***p<0,001; n= número de células. 

 

Sabe-se que agonistas α-adrenérgicos também podem induzir o aumento da 

massa cardíaca e ativação de vias relacionadas ao processo hipertrófico (Knowlton 

e cols., 1993; Bhambi e cols., 1991). Portanto, como um segundo modelo de estudo, 

avaliamos o efeito da fenilefrina (FE) na imunolocalização da GRK5 em 

cardiomiócitos provenientes de ratos neonatos. 

Corroborando os resultados anteriores, a fenilefrina (50μM) por 72 horas 

promoveu um aumento da translocação da GRK5 para o núcleo dos cardiomiócitos. 

Como observado na figura 16, o tratamento concomitante com BPP-10c (1μM) por 

72 horas preveniu o aumento da translocação nuclear da GRK5 induzido por 

fenilefrina. Quando comparado o grupo ISO+BPP-10c com o grupo controle, não 

apresentou diferença significativa. 
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Figura 17: Análise da translocação nuclear da GRK5 em cardiomiócitos 

provenientes de ratos neonatos tratados com Fenilefrina (50μM) e BPP-10c (1μM) 

por um período de 72. A. Imagens representativas obtidas a partir da microscopia 

confocal. A marcação em vermelho representa a α-actinina, em verde a GRK5 e em 

azul o DAPI que marca o núcleo da célula. A última coluna representa a 

sobreposição das imagens. B. Translocação da GRK5 do núcleo para o citosol em 

cardiomiócitos de ratos neonatos. n=número de células; **p<0,01, ***p<0,001. 
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Sabendo-se que a hipertrofia cardíaca é caracterizada por um aumento 

individual no tamanho dos cardiomiócitos (Lorell, 2000), nosso próximo passo foi 

verificar as alterações na área celular dos cardiomiócitos submetidos a diferentes 

tratamentos. Os cardiomiócitos tiveram a actinina do citoesqueleto marcada com um 

anticorpo específico para esta proteína e as imagens de imunofluorescência foram 

obtidas por microscopia confocal para medida da área celular (em µm2).  

Como observado na Figura 18, o tratamento com fenilefrina (50μM) por 72 

horas promoveu um aumento significativo na área celular dos cardiomiócitos quando 

comparado ao grupo controle. O tratamento da fenilefrina (50μM) concomitante com 

BPP-10c (1μM) por 72 horas foi capaz de prevenir o aumento da área celular 

induzida pela fenilefrina. Não observamos diferenças significativas ao comparamos o 

grupo controle com o grupo o FE+BPP-10c. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Medida da área celular dos cardiomiócitos provenientes de ratos 

neonatos tratados com fenilefrina (50μM) e BPP-10c (1μM) por um período de 72 

horas. A. Imagens representativas obtidas a partir da microscopia confocal. A 

marcação em vermelho representa imunofluorescência com anticorpo anti-α-actinina 
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em cardiomiócitos. B. Quantificação das áreas celulares; n=número de células; 

*p<0,05, ***p<0,001. 

 

 

4.6 Efeito da administração crônica do BPP-10c na hipertrofia cardíaca e 

função cardiovascular induzida pelo isoproterenol em ratos Wistar adultos in 

vivo. 

 

A estimulação do receptor β-adrenérgico é essencial para alcançar efeitos 

inotrópicos positivos. A estimulação promovida pela administração contínua de 

isoproterenol é um modelo experimental clássico de hipertrofia patológica, cujo 

aumento da massa ventricular é seguido por um aumento de necrose e fibrose 

cardíaca, contribuindo para a fisiopatologia da insuficiência cardíaca (Benjamin e 

cols., 1989).  Desta forma, avaliamos o efeito do BPP-10c (71nmol/kg) administrado 

por infunsão de mini-bombas osmóticas em sete dias consecutivos em um modelo 

de hipertrofia e disfunção cardíaca induzida pela administração intraperitoneal de 

isoproterenol (4,5mg/Kg) durante 7 dias consecutivos.  

Para avaliação da hipertrofia cardíaca foi realizado o cálculo da razão entre o 

peso do coração e o comprimento da tíbia dos ratos Wistar adultos nos diferentes 

grupos experimentais. 

Os animais que receberam administração intraperitoneal por sete dias 

consecutivos de isoproterenol (4,5mg/Kg) apresentaram um aumento significativo do 

tamanho do coração quando comparado aos animais do grupo controle. A hipertrofia 

cardíaca induzida pelo isoproterenol foi prevenida pelo tratamento concomitante com 

BPP-10c (71nmol/kg) infundidos por mini-bombas osmóticas por sete dias 

consecutivos. Nenhuma alteração significativa foi observada no coração dos animais 

tratados apenas com BPP-10c e ISO+BPP-10c quando comparado ao grupo 

controle (Figura 19). 
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Figura 19: Medida da hipertrofia cardíaca através da razão entre o peso do coração 

(em gramas) e o comprimento da tíbia (em centímetros) nos ratos Wistar adultos 

tratados com administração (i.p.) de isoproterenol (4,5mg/Kg) e mini-bombas 

osmóticas de BPP-10c (71nmol/Kg) por sete dias consecutivos. n= número de 

animais, *p<0,05, ***p<0,001. 

 

Nas análises dos registros de ecocardiografia para a avaliação da função 

cardiovascular foi observado um aumento significativo da parede posterior 

ventricular esquerda (V.E.) na sístole e na diástole dos animais que receberam o 

tratamento com isoproterenol (4,5mg/Kg) por sete dias consecutivos. Além disso, os 

animais que foram tratados concomitantemente com isoproterenol e BPP-10c 

(71nmol/Kg) infundidos por mini-bomba osmótica durante sete dias consecutivos 

apresentaram uma redução significativa da parede posterior ventricular esquerda 

(V.E.), tanto na diástole quanto na sístole. O grupo tratado com ISO+BPP-10c 

apresentou um valor igual a p<0,01 quando comparado ao grupo controle na sístole 

e na diástole. No entanto, nenhuma alteração foi observada no grupo tratado apenas 

com o BPP-10c quando comparado ao grupo controle (Figuras 20 e 21).  
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Figura 20: Análise da espessura da parede posterior ventricular esquerda na 

diástole (mm) em ratos Wistar adultos tratados com administração (i.p.) de 

isoproterenol (4,5mg/Kg) e mini-bombas osmóticas de BPP-10c (71nmol/Kg) por 

sete dias consecutivos. n= número de animais, *p<0,05, ***p<0,001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Análise da espessura da parede posterior ventricular esquerda na sístole 

(mm) em ratos Wistar adultos tratados com administração (i.p.) de isoproterenol 

(4,5mg/Kg) e mini-bombas osmóticas de BPP-10c (71nmol/Kg) por sete dias 

consecutivos. n= número de animais, **p<0,01, ***p<0,001. 
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Avaliamos também nos registros de ecocardiografia a dimensão interna do 

ventrículo esquerdo (V.E.) durante a diástole e sístole (Figura 22 e 23). Observamos 

uma redução da dimensão interna do ventrículo esquerdo (V.E.) nos animais que 

receberam isoproterenol (4,5mg/Kg) por administração intraperitoneal durante sete 

dias consecutivos. O tratamento de isoproterenol concomitante com BPP-10c 

(71nmol/Kg) por infusão de mini-bombas osmóticas por sete dias consecutivos não 

apresentaram nenhuma alteração sobre a dimensão interna do ventrículo esquerdo 

comparado ao grupo que recebeu apenas o isoproterenol tanto na diástole quanto 

na sístole. Os animais tratados apenas BPP-10c não apresentaram alterações 

significativas em relação ao grupo controle (Figuras 21 e 22). 
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Figura 22: Análise da dimensão interna do ventrículo esquerdo na diástole (mm) em 

ratos Wistar adultos tratados com administração i.p. de isoproterenol (4,5mg/Kg) e 

mini-bombas osmóticas de BPP-10c (71nmol/Kg) por sete dias consecutivos. n= 

número de animais,***p<0,001. 
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Figura 23: Análise da dimensão interna do ventrículo esquerdo na sístole (mm) em 

ratos Wistar adultos tratados com administração i.p. de isoproterenol (4,5mg/Kg) e 

mini-bombas osmóticas de BPP-10c (71nmol/Kg) por sete dias consecutivos. n= 

número de animais, ***p<0,001. 

 

Como observado nas análises dos registros ecocardiográficos das figuras 23 

e 24, o tratamento com isoproterenol promoveu um aumento significativo da fração 

de ejeção (%) e fração de encurtamento (%) do ventrículo esquerdo quando 

comparado ao grupo controle, características condizentes com a cardiomiopatia 

hipertrófica. Como observado, o tratamento do isoproterenol concomitante com BPP-

10c não promoveu alterações significativas no desempenho ventricular quando 

comparado aos animais tratados apenas com isoproterenol. Nenhuma alteração 

significativa foi observada nos animais que receberam apenas infusão de BPP-10c 

em relação ao grupo controle. 
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Figura 24: Análise da fração de ejeção (EF%) em ratos Wistar adultos tratados com 

administração i.p. de isoproterenol (4,5mg/Kg) e mini-bombas osmóticas de BPP-10c 

(71nmol/Kg) por sete dias consecutivos. n= número de animais, ***p<0,001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25: Análise da Fração de encurtamento (FS%) em ratos Wistar adultos 

tratados com administração i.p. de isoproterenol (4,5mg/Kg) e mini-bombas 

osmóticas de BPP-10c (71nmol/Kg) por sete dias consecutivos. n= número de 

animais,**p< 
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5. DISCUSSÃO 

 

Por muito tempo, os efeitos causados pelos peptídeos potenciadores de 

bradicinina (BPPs) foram atribuídos à capacidade em inibir a ECA (in vivo) e a 

potencialização da BK (ex vivo) (Stewart e cols., 1971). Entretanto, estas ações não 

são suficientes para justificar as alterações nos parâmetros cardiovasculares 

promovidos pelos BPPs (Ianzer e cols., 2007; Ianzer e cols., 2011; Silva e cols., 

2008; Guerreiro e cols., 2009; Morais e cols., 2013).  

Além disso, existem relatos que sugerem que os inibidores da ECA podem 

promover vasodilatação através de mecanismos independentes da inibição dessa 

enzima, por exemplo, estudos com Captopril mostraram que esse inibidor da ECA é 

capaz de produzir redução nos níveis da pressão arterial em animais onde o sistema 

renina-angiotensina não é o responsável pela manutenção da pressão arterial 

(Greene e cols., 1972; Marks e cols. 1980). 

Apesar de estudos não ter sido identificado o alvo molecular do BPP-5a, 

experimentos in vitro e in vivo mostraram que os efeitos evocados por este peptídeo 

são dependentes de NO (Ianzer e cols., 2011). Por sua vez, a atividade anti-

hipertensiva do BPP-10c pode ser explicada devido a sua capacidade de modular a 

atividade catalítica da enzima argininosuccinatosintetase (AsS), e 

consequentemente produzindo aumento da disponibilidade de L-arginina que resulta 

no aumento da liberação de NO (Guerreio e cols., 2009).  

Nossos resultados demonstraram importantes evidências de que os BPP-10c 

e BPP-5a são capazes de estimular a produção de óxido nítrico diretamente em 

cardiomócitos, indicando desta forma, um efeito direto destes peptídeos na célula 

cardíaca. 

Nosso estudo mostrou primeiramente por meio de uma curva concentração-

resposta que o BPP-10c na concentração de 0,1µM obteve a melhor resposta para o 

aumento da produção de óxido nítrico, no entanto a concentração de 1µM também 

foi capaz de aumentar a produção de óxido nítrico em cardiomiócitos ventriculares 

marcados com sonda fluorescente sensível ao NO. 
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Além disso, determinamos o tempo de incubação ideal por meio de uma 

análise do curso temporal e observamos que os BPP-10c nos tempos de 15 e 20 

minutos e o BPP-5a no tempo de 20 minutos, levaram ao um aumento da produção 

de óxido nítrico em cardiomiócitos ventriculares. Esta dependência temporal para a 

produção de NO em células cardíacas é similar a obtida com outros peptídeos, como 

a Angiotensina-(1-7), capazes de induzir a produção de NO neste tipo celular (Dias-

Peixoto e cols. 2008). 

No presente estudo decidimos investigar se o BPP-10c poderia atuar 

modulando os receptores B1 e B2 e promover aumento na produção de óxido nítrico 

via receptores de bradicinina. Hipótese esta que foi descartada, através dos nossos 

experimentos com cardiomiócitos provenientes de camundongos duplo nocaute para 

os receptores B1 e B2. Assim, observamos em nossos resultados que o BPP-10c não 

utiliza receptores de bradicinina para a geração de óxido nítrico em células 

cardíacas, uma vez que cardiomiócitos provenientes de camundongos duplo 

nocaute para os receptores B1 e B2 apresentaram aumento de NO em resposta a 

incubação com BPP-10c.   

Uma vez verificado o aumento da produção de NO em cardiomiócitos pelos 

BPPs, decidimos verificar a via de ativação envolvida no aumento do NO. Neste 

trabalho foram avaliadas as alterações da proteína Akt e da enzima eNOS. O 

aumento na fosforilação da eNOS em resposta ao BPP 10c, sugere a participação 

desta via no aumento da produção de NO. Além disso, sabe-se que BPP-10c atua 

sobre a AsS promovendo aumento na produção de L-arginina (Guerreiro e cols., 

2009). Dessa maneira, pode-se sugerir que o BPP-10c provoca aumento na 

expressão e atividade de componentes envolvidos na via oxido nitrérgica, 

culminando numa maior liberação de NO em cardiomiócitos. Esse dado, no entanto, 

não descarta a possibilidade de que outras vias celulares estejam envolvidas na 

produção de óxido nítrico em cardiomiócitos, como, por exemplo, a óxido nítrico 

sintase neuronal, que também é expressa em células cardíacas (Oess e cols., 2006; 

Mungrue e cols., 2002).  
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Tendo em vista que a modulação da AsS pode influenciar no aumento de NO e 

consequentemente na modulação da hipertrofia cardíaca, uma vez que, o NO 

desempenha um papel benéfico na hipertrofia cardíaca (Shah, 2005; Jansses e 

cols., 2004). 

As primeiras evidências de que o NO pode apresentar efeitos anti-hipertróficos 

no coração foram obtidas em ratos espontaneamente hipertensos (SHRs), sob 

tratamento crônico com L-arginina (Matsuoka e cols., 1996). Posteriormente, tal 

papel do NO foi confirmado em camundongos que hiperexpressam óxido nítrico 

sintase endotelial (eNOS), nos quais o NO atenuou a hipertrofia cardíaca induzida 

pela infusão crônica de isoproterenol (Ozaki e cols., 2002).  

O óxido nítrico tem um importante papel na modulação hipertrófica da célula 

cardíaca, sendo capaz de antagonizar o aumento da área celular produzido por 

angiotensina II (Gomes e cols., 2010). Portanto, um ponto importante investigado 

neste trabalho foi se os BPP-10c e BPP-5a são capazes de antagonizar a hipertrofia 

da célula cardíaca causada por estímulos adrenérgicos. Sabe-se que a GRK5 tem 

um importante papel no desenvolvimento da hipertrofia celular (Gold, e cols., 2013; 

Martini, e cols., 2008). Desta forma, para verificarmos se a ativação e a translocação 

da GRK5 através de agonistas adrenérgicos poderia ser modulada pelos BPPs em 

cardiomiócitos provenientes de ratos neonatos, nós realizamos imunofluorescência 

utilizando o anticorpo anti-GRK5, e analisamos a translocação do citosol para o 

núcleo deste fator nas células cardíacas. As células foram estimuladas com 

fenilefrina ou isoproterenol, agonistas adrenérgicos que promovem hipertrofia 

cardíaca, mas que ativam receptores distintos (Zierhut e Zimmer, 2011). 

O presente estudo mostrou, como já esperávamos, que o tratamento in vitro 

de cardiomiocitos neonatos com agonistas adrenérgicos promove um aumento da 

translocação da GRK5 do citosol para o núcleo celular, além de promover um 

aumento significativo da área celular. A administração dos agonistas adrenérgicos 

juntamente com os BPP-10c e BPP-5a levou a uma diminuição da translocação da 

GRK5 para o núcleo celular, prevenindo a ativação da sinalização hipertrófica nestas 

células. Este efeito anti-hipertrófico importante do BPP-5a está relacionado a 

produção de óxido nítrico, uma vez que o L-NAME foi capaz de inibir a reposta anti-

hipertrófica deste peptídeo. Esses dados fornecem informações importantes sobre o 

possível mecanismo pelo qual esses peptídeos atuam e estão de acordo com 

achados na literatura que descrevem que o óxido nítrico apresenta um papel 

benéfico na hipertrofia cardíaca (Shah, 2005; Jansses S. e cols., 2004). 
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Para avaliação in vivo, adotamos o modelo de hipertrofia cardíaca induzida 

pelo tratamento com isoproterenol, que é largamente utilizado e que mimetiza a 

hipertrofia cardíaca semelhante àquela observada em humanos (Itahayarasi e cols., 

1997). Confirmando os dados descritos na literatura, o isoproterenol promoveu 

hipertrofia ventricular em ratos, devido ao aumento da parede posterior ventricular 

esquerda e uma diminuição da dimensão interna do ventrículo esquerdo, tanto na 

diástole quanto na sístole.  

A atenuação do aumento na medida da parede posterior ventricular em ratos 

com hipertrofia cardíaca induzida pelo isoproterenol em ratos tratados com o BPP-

10c sugere uma importante ação anti-hipertrófica in vivo dos BPPs. De forma 

complementar, a prevenção do aumento da medida da razão entre o peso do 

coração e comprimento da tíbia é outro indicativo do efeito anti-hipertrófico evocado 

pelo BPP-10c. É plausível que parte dos efeitos sejam causados pela ação do BPP-

10c sobre a enzima AsS, levando ao aumento da produção de L-arginina (Guerreiro 

e cols., 2009), uma vez que disponibilidade de L-arginina influencia na liberação de 

NO (Higashi e Chayama, 2002).  

A hipertrofia cardíaca pode aumentar em muitas vezes os riscos e os eventos 

cardiovasculares pelo aumento da demanda de oxigênio no tecido miocárdico 

hipertrofiado. Isto aumentaria a prevalência e a severidade de arritmias, por fim 

levando a alterações na contratilidade miocárdica e, conseqüentemente, ao prejuízo 

na função cardíaca (Macmahon e cols., 1989). É muito interessante o fato de que 

ratos tratados com isoproterenol na presença do BPP-10c apresentem um aumento 

da fração de ejeção e de encurtamento, mesmo não apresentando um coração tão 

hipertrofiado quanto o de ratos tratados apenas com isoproterenol.  É importante 

ressaltar que o aumento da fração de encurtamento no rato tratado com 

isoproterenol é em parte resultado da hipertrofia cardíaca observada neste modelo. 

Alterações na fração de encurtamento e de ejeção, por sua vez não foram 

observadas em ratos tratados apenas com BPP 10c, que apresentaram um ligeiro 

aumento da fração de ejeção e encurtamento com relação ao grupo controle.  
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Desta forma pode-se especular que o efeito observado in vivo nos ratos 

tratados com isoproterenol e BPP-10c, com relação à fração de ejeção e 

encurtamento seja resultado de alterações intracelulares sinérgicas ativadas pelo 

NO e isoproterenol, uma vez que o óxido nítrico é capaz de alterar a sensibilidade 

das proteínas envolvidas no manejo do cálcio na célula cardíaca (Seddon e cols., 

2007).  Mais especificamente o óxido nítrico é capaz de modular a sensibilidade do 

receptor de rianodina ao cálcio (Petroff e cols., 2001) e alterar a função da 

fosfolambam um importante modulador da SERCA (Wang e cols., 2008). 

Conjuntamente, os dados apresentados suportam a hipótese de que o BPP-10c e 

BPP-5a são cardioprotetores, e apresentam ação direta na célula cardíaca onde 

levam a produção de NO. A geração de NO na célula cardíaca envolve a princípio, 

ativação da produção de NO via ativação da eNOS. Diretamente o óxido nítrico é um 

importante mediador da resposta in vitro e possivelmente in vivo.   
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6. CONCLUSÃO 
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6. CONCLUSÃO 

 

Considerando os dados obtidos no presente trabalho pode-se concluir que o 

 BPP-10c e BPP-5a são agentes anti-hipertróficos, devido à capacidade de 

aumentar a liberação de óxido nítrico em cardiomiócitos. Em conjunto, os dados 

apontam que os BPP-10c e BPP-5a atuam como cardioprotetores. No entanto, 

estudos adicionais são necessários para melhor compreender os mecanismos de 

ação envolvidos. Este estudo abre perspectivas para o desenvolvimento de 

fármacos baseado na estrutura dos BPPs direcionados para uma nova aplicação 

terapêutica. 
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