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RESUMO

A angiogénese terapéutica tem sido proposta como uma alternativa para o tratamento de
doencas isquémicas. Inibidores da enzima conversora de angiotensina (iECA) além dos
seus efeitos anti-hipertensivos, também sdo capazes de aumentar a angiogénese induzida
por isquemia e melhorar a fungdo de células-tronco angiogénicas derivadas da medula
0ssea. IECA foram desenvolvidos com base em oligopeptideos ricos em prolina encontrados
no veneno da Bothrops jararaca (Bj-PRO) - anteriormente conhecidos como peptideos
potenciadores de bradicinina (BPPs). No entanto, o efeito anti-hipertensivo dos recém-
descritos Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c né&o esta relacionado com a sua capacidade em inibir
ECA ou potenciar a bradicinina. Neste estudo, avaliamos os efeitos dos peptideos Bj-PRO-
7a e Bj-PRO-10c sobre a revasculariza¢do de musculos isquémicos de membros posteriores
em modelo murino apdés a oclusdo permanente da artéria femoral (OAF). Utilizando um
esquema de tratamento diario por 14 dias (iniciado imediatamente apds a OAF) com os Bj-
PRO-7a e Bj-PRO-10c na dose de 7lnmol/kg (i.p.), observamos estimulagdo da
recuperacao do fluxo sanguineo dos membros afetados e do aumento da densidade capilar,
da relacdo capilar/miocito e da arteriogénese nos mauasculos isquemiados.
Interessantemente, observamos que apenas o Bj-PRO-10c, mas ndo o Bj-PRO-7a,
aumentou os niveis de moléculas pré-angiogénicas como 6xido nitrico (NO) e VEGF no
musculo isquemiado e de VEGF na medula éssea, além de estimular diferentes
subpopulacées de células-tronco angiogénicas na medula 6ssea e a sua mobilizacdo para a
corrente sanguinea. Corroborando um possivel papel para o0 NO como mecanismo pro-
angiogénico do Bj-PRO-10c, os efeitos desse peptideo, mas nao do Bj-PRO-7a, sobre a
recuperacao do fluxo sanguineo dos membros afetados e sobre a angiogénese e a
arteriogénese nos mausculos isquemiados foram parcialmente inibidos na presenca do
inibidor de oxido nitrico sintase, L-NAME. Além disso, avaliamos o papel do receptor B2
(B2R) de bradicinina como outra possivel via angiogénica utilizando animais deficientes na
expressao desse receptor (B2R-KO). Nao foi observada nenhuma diferenca estatistica na
recuperacdo do fluxo sanguineo e nem na angiogénese nos musculos isquemiados entre
animais selvagens (WT) e B2R-KO tratados com os peptideos. Dessa maneira, 0S N0SS0S
dados sugerem que os peptideos Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c estimulam a revascularizagédo
de membros posteriores isquémicos de maneira independente da ativacdo do receptor B2
de bradicinina e, no caso de Bj-PRO-10c, dependente da producdo de NO. Além disso, o
peptideo Bj-PRO-10c, mas ndo o Bj-PRO-7a, aumenta a mobilizacdo de células-tronco

angiogénicas da medula éssea apds a OAF.



Palavras chaves: Angiogénese, Bj-PRO-7a, Bj-PRO-10c, isquemia, células progenitoras
endoteliais, VEGF, NO, B2R, fluxo sanguineo.



ABSTRACT

Therapeutic angiogenesis has been proposed as an alternative for treating ischemic
diseases. Angiotensin converting enzyme inhibitors (ACEi) beyond its antihypertensive
effects are also able of enhacing ischemia-induced angiogenesis and improving function of
angiogenic stem cells. ACEi were developed based on proline-rich oligopeptides found in the
venom of Bothrops jararaca (Bj-PRO) - formerly known as bradykinin potentiating peptides
(BPP). However, the antihypertensive effect of the newly described Bj-PRO-7 and -10c is not
related to its ability to inhibit ACE or potentiate bradykinin. In this study, we evaluated
whether Bj-PRO-7a and -10c, akin to ACEi, would affect hindlimb revascularization after
ischemia in a murine model after permanent femoral artery occlusion (FAO). Using a daily
treatment schedule for 14 days (started immediately after FAO) with Bj-PRO-7a and Bj-PRO-
10c at 71nmol/kg (i.p.), we observed stimulation of blood flow recovery and the increase in
capillary density, capillary/myocyte ratio and arteriogenesis in ischemic muscles.
Interestingly, we observed that only the Bj-PRO-10c, but not the Bj-PRO-7a, increased levels
of pro-angiogenic molecules such as nitric oxide (NO) and VEGF in the ischemic muscle and
VEGF in bone marrow, besides has stimulated subpopulations of angiogenic stem cells in
the bone marrow and their mobilization into the bloodstream. Supporting a possible role for
NO as a pro-angiogenic mechanism of the peptides, the simulated limb blood flow recovery,
angiogenesis and arteriogenesis in ischemic muscles of animals treated with Bj-PRO-10c,
but not with Bj-PRO-7a, were partly inhibited in the presence of the nitric oxide synthase
inhibitor L-NAME. Furthermore, we evaluated the role of the bradykinin B2 receptor (B2R) as
another possible mechanism using transgenic animals deficient in the expression of this
receptor (B2R-KO). There was no difference in the blood flow recovery, angiogenesis in
ischemic muscle of both wild-type (WT) and B2R-KO animals treated with the peptides.
Thus, our data suggest that both peptides Bj-PRO-7a and Bj-PRO-10c are able to stimulate
revascularization of ischemic hindlimbs independently of the bradykinin B2 receptor and, in
the case of Bj-PRO-10c, dependently of NO release. Furthermore, only the peptide Bj-PRO-
10c is able to increase the mobilization of bone marrow-derived angiogenic stem cells after
FAO.

Keywords: Angiogenesis, Bj-PRO-7a, Bj-PRO-10c, ischemia, endothelial progenitor cells,
VEGF, NO, B2R, hindlimb blood flow.



1 Introducéo
1.1 Doenca arterial periférica

A doenca arterial oclusiva periférica (DAP) € caracterizada pelo progressivo
estreitamento ou oclusdo das artérias dos membros inferiores devido a doenca
arteriosclerotica e resulta em ma perfusdo dos musculos e tecidos periféricos
(STEHOUWER et al.., 2009). Isquemia de bracos e outros vasos periféricos sédo
excluidos do conceito de DAP devido ao fato de serem, em geral, consequéncia de
outras condicBes patolégicas como a vasculite ou a doenca de Buerger

(DORMANDY AND RUTHERFORD, 2000).

As manifestacdes clinicas da DAP incluem a claudicacao intermitente (Cl), a
isquemia aguda (IA) e a isquemia crbnica (critica) (IC/ICC) de membro inferior,
sendo que, dentro de cada um desses grupos de pacientes, a doenca pode ter
varios graus de severidade (por exemplo, claudicacéo a distancias variaveis na Cl,
localizacdo e extensdo da obstrucdo luminal na IA, presenca ou auséncia de Ulceras
ou gangrena na ICC, etc) e diferentes etiologias (em decorréncia de trombos ou
émbolos, por exemplo) ou mesmo ser assintomatica. A claudicagdo intermitente é
caracterizada pela dor durante exercicio fisico. A isquemia aguda de membros
inferiores é definida pela queda (no caso de embolia) ou piora (no caso de trombose)
subita/repentina na perfusdo sanguinea que resulta em potencial ameaca para a
viabilidade do membro. A isquemia crbnica é caracterizada pela dor de repouso e
presenca ou ndo de Ulceras e gangrena resultante de oclusédo arterial e, em geral,
recebem indicacéo de revascularizacéo cirdrgica dos membros; se a cirurgia néo for

bem sucedida ou ndo for aconselhada devido a riscos de morte resultantes de
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comorbidades, a chance de amputacdo do membro afetado eleva-se bastante

(DORMANDY AND RUTHERFORD,2000).

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento da DAP sao: idade,
tabagismo, diabetes mellitus, hipertenséo e dislipidemia. Por outro lado, a DAP é
considerada um dos principais fatores de risco para a amputacdo de membros
inferiores, especialmente em pacientes diabéticos. Além disso, a DAP €& um
marcador para doenca vascular sistémica envolvendo vasos coronarianos, cerebrais
e renais e individuos com DAP apresentam risco aumentado de complicacdes
vasculares como infarto agudo do miocardio, acidente vascular cerebral e ruptura de
aneurisma da aorta (NORGREN et al. 2007; DORMANDY et al.., 1999; NEWMAN et

al.., 1999).

Os dados de prevaléncia e incidéncia mostram que a DAP é mais comum em
idosos, especialmente naqueles com mais de 70 anos de idade. Nos Estados
Unidos, a DAP afeta de 8 a 10 milhdes pessoas sendo que 20% dos atendimentos
ambulatoriais sdo decorrentes dessa patologia (GO et al.., 2013; ROGER et al..,

2012).

A conduta terapéutica na DAP varia de acordo com o quadro clinico do
paciente. Em linhas gerais, se 0 quadro € assintomatico ou o0 paciente apresenta
claudicacéo, a indicacdo é pelo tratamento clinico que vai desde a simples mudanca
de habitos como, por exemplo, descontinuidade do tabagismo e do sedentarismo,
até o controle/tratamento medicamentoso das doencas associadas, tais como:
hipertensédo arterial, diabetes e hiperlipidemia, através do uso de inibidores da
enzima conversora de angiotensina (iIECA), agentes antiplaquetarios e/ou estatinas.

No caso de dor em repouso ou lesdes troficas, a indicacdo é pelo tratamento



cirirgico como, por exemplo, pela angioplastia ou enxerto (NIELS et al.,, 2001).
Ainda assim, se os sintomas persistirem e o fluxo continuar obstruido, o préximo

passo € a amputacdo do membro afetado (ADAM et al., 2005).

Dessa maneira, terapias baseadas na estimulacdo do crescimento de novos
vasos sanguineos, como tentativa de melhora na revascularizacdo do tecido

isquémico, representam estratégica terapéutica interessante no tratamento da DAP.

1.2 Processo de formacédo de novos vasos sanguineos

O sistema vascular tem uma funcdo de penetrar em 6rgéos e tecidos para
suprir as células locais com nutrientes e oxigénio. Para que isso aconteca, €
necessario que haja formacdo de vasos sanguineos. Em casos fisiolégicos, a
ativacdo da angiogénese, por exemplo, acontece na embriogénese, onde o
desenvolvimento do sistema vascular € imprescindivel (COULTAS et al., 2005). A
estrita regulacao do sistema e o funcionamento equilibrado é muito importante para
0 organismo, pois, tanto excessiva formag¢do de vasos sanguineos, quanto o seu
desenvolvimento insuficiente pode levar a doencas graves. Por exemplo, ativacao da
angiogénese é uma condi¢cdo necessaria para o desenvolvimento de tumores. Um
nodulo de tumor em expansdo, como qualquer outro tecido, deve ser fornecida com

oxigénio e nutrientes para manter sua atividade vital (KARAMYSHEVA et al., 2007).

Por outro lado, a ineficiéncia da neovascularizacdo pode ocasionar regides de
isquemia, infarto do miocardio, acidente vascular encefalico e assim conduzir a
perda tecidual. Especificamente, no caso dos membros inferiores, pode resultar em

amputacao dos mesmos (MONCADA et al., 2006).
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Como explicado anteriormente, o desenvolvimento da DAP é caracterizada
pelo estreitamento e oclusdo dos vasos arteriais. Com isso, 0 organismo tem uma
resposta, através de mecanismos compensatorios locais, que inclui o crescimento
de novos capilares (angiogénese) e o desenvolvimento de arteriolas colaterais
(arteriogénese), além da formacdo de novos vasos por celulas progenitoras
endoteliais (vasculogénese), com o intuito de aumentar a perfusdo e

revascularizacdo nesses locais em hipoxia (HIROTA et al., 2006).

A angiogénese consiste em crescimento capilar com pequenos tubos
endoteliais derivados de capilares pré-existentes em resposta a hipoxia local. A
hipéxia induz a liberacdo de citocinas como: fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF), angiopoietina, fator de crescimento de transformacao (TGF-(),
fator de crescimento fibroblastico (FGF) e o fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF) que €é um importante e muito estudado estimulador da
angiogénese. Porém, essa estimulacado fisiologica do crescimento de novos vasos
sanguineos por angiogénese, apesar da tentativa de contribuicdo para o
restabelecimento da perfusdo sanguinea local, ndo consegue suficientemente

compensar a obstrucdo ocorrida (LAWALL et al., 2010).

O desenvolvimento de vasos colaterais, também chamado de arteriogénese,
é definido como o alargamento estrutural de arteriolas devido ao remodelamento de
arteriolas pré-existentes ou ao crescimento de novo de novas arteriolas a partir
daquelas pré-existentes (PHNG et al., 2009). No caso de um crescimento de uma
nova arteriola, ocorre o crescimento de arteriolas colaterais a partir de proliferacéo e
migracao de células endoteliais e/ou progenitoras endoteliais e da musculatura lisa

presentes em arteriolas pré-existentes para formar um novo lumen (SHAPER, 2012).
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Ainda assim, artérias colaterais podem aumentar o seu diametro pelo
remodelamento de sua parede, aumentando assim a capacidade de transportar
sangue para regides isquémicas. Esse processo arteriogénico é estimulado pela a
forca de cisalhamento aumentada nos vasos colaterais a artéria principal ocluida,
levando a um aumento na expressdao de moléculas de adesdo pelas células
endoteliais, o que favorece a adesdo de mondcitos que, posteriormente, se
acumulam em volta dos vasos colaterais e secretam fatores de crescimento e
citocinas (ex: VEGF, NO, proteina quimiotatica de mondocitos/MCP-1). Em alguns
modelos experimentais, a arteriogénese endogena € capaz restaurar quase
totalmente a revascularizacdo no tecido isquémico induzido pelo estreitamento

vascular (HEILMANN et al., 2002).

Além disso, novos vasos sanguineos podem se desenvolver a partir de
células progenitoras endoteliais (CPEs — no adulto) ou angioblastos (no embrido) em
um processo denominado vasculogénese, o qual também pode ser estimulado por
hipéxia e contribuir na revascularizacdo poés-natal (CARMELIET et al.,, 2003). A
vasculogénese €, portanto, definida como a formacdo de novos vasos sanguineos
através da diferenciacao de células precursoras em células endoteliais (RISAU et al,
1997). Postula-se que essas células progenitoras possam desempenhar um papel
importante na reparagao vascular endogena apos lesao vascular e na manutencéo
da integridade endotelial. Elas sédo mobilizadas a partir da medula 6ssea ou do
proprio tecido apos, por exemplo, lesdo vascular e migram para o local de
neovascularizagdo, onde se diferenciam em células endoteliais (ASAHARA et al,
1997). Alem disso, Fang e colaboradores, sugeriram recentemente a existéncia de

subpopulacdes de células tronco/progenitoras altamente angiogénicas que seriam
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advindas da camada endotelial dos vasos sanguineos, e ndo apenas da medula

0ssea (FANG et al, 2012).

No individuo adulto, os vasos sanguineos sao quiescentes e raramente
formam novos ramos. No entanto, as células endoteliais mantem uma alta
plasticidade para detectar e responder a sinais angiogénicos (JAIN, 2003). Atraidos
por sinais pro-angiogénicos, as primeiros células a se separarem da parede do vaso
sdo o0s pericitos que se libertam da membrana basal por degradacédo proteolitica
mediada por metaloproteinases (MMP's). Em seguida, as células endoteliais se
tornam moveis e invasivas e projetam extensdes citoplasmaticas chamadas de
filopédios (Figura 1 B) (SCHLINGEMANN et al.., 1991). A partir dai, essas células
endoteliais guia (denominadas tip cell) formam novos brotos em direcédo ao gradiente
dos sinais pré-angiogénicos, seguidas das células endoteliais em migracao
(denominadas stalk cell) que lancam menos filopddios, porém, estabelecem o limen
via proliferacdo para suportar o alongamento do broto (Figura 1 C). Células guia se
juntam com células vizinhas para formar anastomoses e, entdo, ampliar a rede
vascular local (GRIFFIOEN & MOLEMA, 2000). O processo cessa a partir da
diminuicdo dos sinais pré-angiogénicos e aumento dos sinais anti-angiogénicos
qguando, entdo, a quiescéncia € reestabelecida (FOLKMAN, 2003; CARMELIET,

2003; WAHLBERG, 2003).

Um fator de crescimento muito importante no processo angiogénico é o
VEGF. O VEGF € um potente mitdgeno para células vasculares endoteliais e sua
expressao € potenciada em resposta a hipoxia por oncogenes ativados, e por uma
variedade de moléculas como, por exemplo, o NO. Além de estimular a proliferacao,

o VEGF induz a migracdo e inibe a apoptose de células endoteliais maduras e

21



progenitoras. In vivo, o VEGF induz a angiogénese, bem como permeabilizacdo dos
vasos sanguineos, e tem um papel importante na regulacdo da vasculogénese
(KROLL et al, 1997, ASAHARA et al, 1999). A ativacdo pro-angiogénica efetuada
pelo VEGF é mediada pela sinalizacdo oOxido nitrico-monofosfato de guanosina
ciclica (NO-cGMP), ativando assim a proteina quinase ativadora de mitégenos
(MAPK), e pela up-regulation de FGF-2 no endotélio. Assim, o NO tem uma acgéo
verdadeiramente efetora na angiogénese por interacdo com o VEGF (MORBIDELLI
et al., 1996, MUROHARA et al., 1998). Além disso, os receptores de VEGF, do tipo 1
e 2, estdo presentes ndo apenas nas células endoteliais, mas também em células
progenitoras endoteliais. A presenca desses receptores nestas parece ser
responsavel pela ativacdo do processo vasculogénico induzido pelo VEGF

(ASAHARA, et al, 1999).

O NO, por sua vez, é um potente vasodilatador e € um sinal mediador
produzido pelo endotélio vascular que tem sido implicado tanto na arteriogénese e
na angiogénese quanto na vasculogénese. Estudos com ratos transgénicos
deficientes na expressdo génica da isoforma NO sintase endotelial (eNOS)
mostraram uma capacidade angiogénica reduzida em varios contextos diferentes.
Da mesma forma, foi demonstrado que a inibicdo de NOS leva a diminuicdo de
remodelamento vascular in vivo (JADESKI et al., 1999, TRONC et al., 1996, ZICHE,
et al. 1997) e da migracao e proliferacdo de células endoteliais in vitro (DIMMELER

et al., 2000, HOOD and GRAGER, 1998, PAPAPETROPOULOS, 1999).
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Figura 1 — Caracteristicas da formacdo de vasos sanguineos. (A) Angioblastos se diferenciam
em células endoteliais (ECs) que formam os tubos, adquirem o limen e sdo pré-especificado em
fenotipos arterial ou venoso. (B) — Etapas de brotamento de um vaso: (1) selecdo das células tip/stalk;
(2) orientacdo pela célula tip e proliferacdo das células stalk; (3) orientagdo da ramificacdo; (4)
alongamento das células stalk, fusdo das células tip e formacdo do Iimen; (5) perfusdo e maturacao
dos vasos. (C) — Etapas sequenciais de remodelamento vascular de uma fase primitiva pra a fase de
maturacdo.da rede vascular (da esquerda para direita), incluindo a deposicdo da membrana basal,

envoltério composto de pericitos e regressao de ramo. Adaptado de Potente, 2011.

1.3 Angiogénese terapéutica

As implicacdes terapéuticas dos fatores de crescimento angiogénicos foram
inicialmente sugeridos nos estudos pioneiros de Judah Folkman, considerado o

fundador da pesquisa em angiogénese (FOLKMAN, 1971, FOLKMAN and
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HAUDENSCHILD, 1980). O termo angiogénese terapéutica vem sendo usado desde
1993 para designar uma potencial modalidade terapéutica baseada na inducao da
formacdo de novos vasos para fornecer suprimento sanguineo a tecidos isquémicos
(DI ESTEFANO et al. 2004, ISNER et al. 1999). A angiogénese terapéutica, ainda
em fase de testes pré-clinicos e clinicos, tem, portanto, como objetivo final, no caso
da DAP, a recuperacdo do membro afetado através da estimulacdo da
revascularizacdo do mesmo (COLLINSON & DONNELY, 2004), representando uma

nova abordagem de estudo para o tratamento de doencas vasculares isquémicas.

Existem, basicamente, trés modalidades da angiogénese terapéutica: a
terapia celular, a génica e a farmacoldgica (BARANDON, 2004, LUYT, 2003). A
terapia celular se baseia no transplante de células tronco. Por exemplo, o
transplante de células-tronco angiogénicas da medula 6ssea, pode atuar através da
formacdo direta de vasos ou, de forma indireta, por meio da secre¢do paracrina de
fatores pro-angiogénicos, promovendo, assim, a neovascularizacdo reparadora.
Vérios estudos vém demonstrando de forma cada vez mais consistente que células
originadas na medula Gssea participam intensamente da regeneracdo de varias
estruturas do sistema cardiovascular. O numero de células endoteliais progenitoras
circulantes aumenta em resposta a isquemia e sdo atraidas para os sitios de leséo
em isquemia de membro inferior e miocardio (MADEDDU, 2005, COLLINSON &
DONNELLY, 2004). Ja a terapia génica se baseia na incrementacdo da producéo de
fatores de crescimento localmente da seguinte maneira: um gene que expressa o
fator € introduzido em um DNA de origem bacteriana (plasmideo) ou viral
(geralmente adenovirus), o qual € introduzido e se incorpora ao DNA nas células dos
tecidos isquémicos, as quais, entdo, passam a produzir o fator de crescimento de
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forma sustentada. Esses fatores de crescimento predominantemente agem nas
células endoteliais para promover proliferacdo e migracdo dessas células (BOBEK et

al.. 2006, HERTTUALA et al.. 2003, SILVA, 2004).

A terapia farmacologica, por outro lado, se baseia na administracao local ou
sistémica de fatores de crescimentos ou de substancias que induzam a liberacao
desses fatores de crescimentos pré-angiogénicos, sendo que seu objetivo primario é
favorecer a inducdo de formacdo de novos vasos para suprimirem os tecidos
isquémicos. Varias substancias tém sido sugeridas como importantes agentes na
inducdo e ou manutencdo da angiogénese, tais como: o Fator de Crescimento
Endotelial (VEGF), o Fator de Crescimento do Fibroblasto (FGF), o Fator de
Crescimento da Insulina (IGF-1) e o Fator de Necrose Tumoral (TNF) (CARMELIET

and TESSIER-LAVIGNE, 2005, TROIDL et al, 2010).

Além disso, estudos recentes sugerem que a angiotensina Il e inibidores da
enzima conversora de angiotensina (iECAs) estimulam a angiogénese e a melhora
da revascularizacdo do tecido isquémico (LI et al., 2008, SILVESTRE et al., 2012,
FALLAHZADEH et al., 2011). Corroborando esse efeito terapéutico, varios trabalhos
sugerem o possivel envolvimento dos receptores B1 e B2 de bradicinina sobre a
estimulacdo da producdo de citocinas pro-angiogénicas (como VEGF e NO),
aumento da densidade capilar local e proliferacdo de células endoteliais como
possiveis mecanismos angiogénicos dos iECA (GOHLKE et al., 1997, , FABRE et

al., 1999, MARGOLIUS, 1995, MORBIDELLI et al., 1998).
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1.4 Oligopeptideos ricos em prolina derivados do veneno da Bothrops jararaca

(Bj-PROS)

A funcdo principal dos venenos das serpentes € a de imobilizar suas presas
para garantir a sua alimentacdo. O estudo dos mecanismos fisiopatolégicos do
envenenamento e a caracterizacdo molecular de toxinas do veneno da serpente
Bothrops jararaca (Bj) resultou em muitas contribuicbes cientificas de grande
relevancia, dentre elas destacam-se: a descoberta da bradicinina (Bk) (ROCHA E
SILVA et al.,, 1949) e o isolamento dos primeiros peptideos potenciadores de
bradicinina (BPPs — do inglés bradykinin potentiating peptides) produzidos na
glandula de veneno (FERREIRA, 1970), cuja acdo sinérgica € capaz de promover

uma acentuada queda na pressao arterial das presas.

Além de potencializar os efeitos da Bk (FERREIRA et al., 1970), os primeiros
BPPs identificados foram capazes de inibidor a acédo catalitica da ECA (FERREIRA
et al., 1970b; STEWART et al., 1971). Basicamente, a atividade da ECA resulta na
conversdo da angiotensina | em angiotensina Il (vasoconstritor), bem como, na
degradacdo da Bk (vasodilatador), peptideos de acdes antagdnicas que
desempenham papel fundamental no controle da pressdo da arterial. A acao
inibitéria dos BPPs sobre a ECA, despertou grande interesse clinico-farmacéutico
gue culminou na publicacdo de centenas de artigos cientificos e no desenvolvimento
de um inibidor sitio dirigido da ECA. O Captopril, primeiro inibidor sintético da ECA,
foi desenvolvido baseado na estrutura dos BPPs sendo largamente utilizado no
tratamento da hipertensdo arterial humana desde o inicio da década de 80

(ONDETTI et al., 1981).
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Os BPPs ou oligopeptideos ricos em prolina (PROs — do inglés proline rich
oligopeptides), como recentemente passaram a ser chamados, sdo moléculas
peptidicas compostas de 5 a 17 residuos de aminoacidos. Especificamente, as
caracteristicas estruturais comuns dos PROs descritos para a Bj incluem: i) a
presenca dos aminoacidos acido piroglutamico e prolina nas posicoes N- e C-
terminais, respectivamente; i) a maioria dos Bj-PROs apresentam a sequéncia
tripeptidica isoleucina-prolina-prolina na porcdo C-terminal e iii) alto conteiudo de

prolina (FERREIRA et al., 1970; IANZER et al., 2004; ZELANIS et al., 2010).

A identificacdo de novas sequéncias de Bj-PROs no veneno bruto (IANZER
et al., 2004) e nos cDNAs que codificam a proteina precursora do peptideo
natriurético tipo C na glandula de veneno e no cérebro da Bj (MURAYAMA et al..,
1997; HAYASHI et al.., 2003) renovou o interesse por esta familia de moléculas. Até
o momento, foram identificados 30 sequéncias de Bj-PROs para serpente B.

jararaca (Tabela 1).

A acdo anti-hipertensiva dos Bj-PROs demonstrada na década de 70, foi
atribuida a sua capacidade de inibir a atividade catalitica da ECA. No entanto, a
capacidade de alguns Bj-PROs em potenciar o efeito da Bk, tanto em experimentos
ex vivo como in vivo, ndo é diretamente proporcional a eficiéncia para inibir a ECA in
vitro (COTTON et al.., 2002; HAYASHI et al.., 2003; IANZER et al., 2007; IANZER et

al.,2011).
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Tabela 1: Sequéncia de aminoacidos dos Bj-PROs descritos para Bothrops

jararaca. (N-t)=N-terminal e (C-t)=C-terminal, <E=acido piroglutamico.

Sequéncia de aminoacidos Nomenclatura PM (Da)
<EFKWAP Bi-PRO-5a @ ¢ % ¢© 611.7
<EWPRP Bi-PRO-5b © 665.8
<ESWPGP Bi-PRO-6a * © 653.7
<ENWPRP Bi-PRO-10b cleaved 779.4
<ENWPRP Bi-PRO-10c cleaved 760.3
<EDGPIPP Bi-PRO-7a © 705.8
<EWPRPTP Bi-PRO-11a cleaved ' 863.4
<EWPRPOIPP Bi-PRO-9a #" ¢ 1101.3
<ESWPGPNIPP Bi-PRO-10a 2P &9 1075.2
<ENWPRPOIPP Bi-PRO-10b ” &9 1215.4
<ENWPHPOIPP Bi-PRO-10c &P ¢ 4@ 1196.3
<EOWAONWPHPOIPP Bi-PRO-10¢c +<EOWA(N-1) ¢ 1709.5
<EWPRPTPOIPP Bi-PRO-11a > © 1299.5
<EGRAPGPPIPP Bi-PRO-11b ©© 1069.2
<EGRAPHPPIPP Bi-PRO-11c © 1149.3
<EGRPPGPPIPP Bi-PRO-11d © 1025.3
<EARPPHPPIPP Bi-PRO-11e ¢ 1189.4
<EARPPHPPIAP Bi-PRO-11e +AP(C-t) ¢ 1357.7
<EARPPHPPIAPL Bi-PRO-11e +APL(C-t)¢ 1470.6
<EOWAOARPPHPPIPPAP  Bi-PRO-11e+<EOWA(N-t).AP(C- 1870.5
<EGHAWPRPOIPP Bi-PRO-12a * © 1415.6
<EWGRPPGPPIPP Bi-PRO-12b ¢ 1281.5
<EWAOWPRPOIPP Bi-PRO-12¢ &9 1485.8
<ELGPPPRPOIPP Bi-PRO-12d ¢ 1279.8
<EGGWPRPGPEIPP Bi-PRO-13a ¢ ¢ ¢ 1370.5
<EGWPRPGPEIPP Bi-PRO-13a -<EG(N-t) ¢ 1202.6
<EWAOGGWPRPGPEIPP  Bi-PRO-13a +<EWA(N-t) ¢ 1756.6
<EOWAOGGWPRPGPEIPP Bi-PRO-13a +<EOWA(N-1) ¢ 1884.5
<EGGLPRPGPEIPP Bi-PRO-13p 2P ¢ d.¢ 1297.5
<EWAQWPRPTPQIPP Bj-PRO-14a ®' 1683,8

2 (Ferreira et al., 1970); ° (Ondetti et al., 1971); © (Murayama et al., 1997); ¢
(Hayashi et al., (2003); © (lanzer et al., 2004); " (Pimenta et al., 2007); ¢ (Zelanis et
al., 2010).
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Dentre esses, podemos citar os peptideos Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c, os
quais foram selecionados para utilizagdo neste trabalho. O Bj-PRO-7a € um fraco
inibidor de ECA in vitro e fraco potenciador da Bk ex vivo, porém, provocou queda
significativa na pressdo arterial de ratos espontaneamente hipertensos (SHRS)
(IANZER et al., 2007), sugerindo que a sua acgao anti-hipertensiva nao esteja
relacionada com a inibicdo de ECA (CAMARGO and FERREIRA, 1971). Estudo
recente sugere que o Bj-PRO-7a é agonista no receptor muscarinico M1 in vitro

(NEGRAES et al., 2011).

Apesar do peptideo Bj-PRO-10c inibir seletivamente o sitio C-terminal da
ECA in vitro (HAYASHI et al.,, 2003), o efeito anti-hipertensivo em SHRs foi
observado em doses inferiores aquelas necessarias a inibicdo da ECA (IANZER et
al., 2007). Outra demonstracdo de que o mecanismo de acdo do Bj-PRO-10c é
independente da inibicdo da ECA foi obtida em estudos de biodistribuicdo e
biotransformacdo. O Bj-PRO-10c tem uma lenta absor¢cdo e seu acumulo foi
observado principalmente nos rins, mesmo quando co-administrado com doses
elevadas de captopril, sugerindo que este peptideo possui um alvo renal néo
relacionado a ECA (SILVA et al.., 2008). Recentemente, GUERREIRO et al. (2009)
mostraram que o Bj-PRO-10c interage fortemente com a enzima argininosuccinato
sintetase (AsS) nos rins, ativando-a e, consequentemente, estimulando um aumento
da producdo de NO. A AsS é a enzima passo limitante no ciclo arginina-citrulina,
sendo responsavel pela reciclagem da L-arginina, substrato para producao de 6xido

nitrico (NO) (SOLOMONSON et al.., 2003) (Figura 2) que, por sua vez, € uma

importante molécula pré-angiogénica (ZICHE, 2000).
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Figura 2 — Figura esquemaética do processo de reciclagem da citrulina, que na

presenca da enzima AsS aumenta a disponibilidade de arginina e

consequentemente aumento na producao de NO. Adaptada de Guerreiro, 2009.
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2 Justificativa

A Doenca Arterial Periféerica (DAP) € uma doenca crbnica que
progressivamente dificulta a circulacédo arterial dos membros. Este disturbio afeta 8-
12 milhdes de pessoas nos EUA e esta cada vez mais prevalente na Europa e na
Asia (BREVETTI, 2004, CRIQUI, 2005, HAYOZ, 2005). A isquemia critica de
membro inferior € uma manifestacdo clinica grave da DAP e é definida pela
apresentacao de dor isquémica de repouso, com presenca ou ndo de Ulceras e
gangrena, resultante de oclusédo arterial. Pacientes com isquemia de membros
inferiores que ndo respondem a terapia medicamentosa padrdo ou ndo possuem
indicacdo para procedimentos endovasculares ou cirirgicos de reperfusdo podem
sofrer amputacdo dos membros afetados (O'HARE, et al. 2006).
Consequentemente, a exploracdo de novas estratégias terapéuticas para a

revascularizacao de tecidos isquémicos é de grande importancia.

Sabe-se que inibidores da enzima conversora de angiotensina | (ECA),
amplamente utilizados como agentes anti-hipertensivos, como, por exemplo, o
Captopril, desenvolvido com base na estrutura dos Bj-PROs (ONDETTI et al., 1981),
nao apenas convertem angiotensina | em angiotensina Il como também bloqueiam a
degradacéo da bradicinina em fragmentos inativos (LINZ et al., 1995). A bradicinina,
ao se ligar ao receptor B2, por sua vez, € um importante mediador na regulacéo da
angiogénese, via liberacdo de NO, sendo capaz de estimular a proliferacdo de
células endoteliais (MORBIDELLI et al., 1998) bem como estimular a angiogénese
em modelo de implante de esponjas (HU, 1993) e na isquemia de membros

posteriores em camundongos (KRANKEL et al., 2008).



Drogas anti-hipertensivas exercem diversos efeitos sobre a vasculatura que
vao além da reducdo da pressédo sanguinea (FERRONI et al., 2012), representando
uma classe de farmacos que potencialmente podem estimular a angiogénese. No
presente estudo foram utilizados os Bj-PROs, oligopeptideos presentes no veneno
da B. jararaca. A escolha dessas moléculas foi baseada no fato de terem sido os
primeiros inibidores da ECA descritos (FERREIRA et al., 1971), sendo utilizados
como protoétipos para o desenvolvimento do Captopril (VANE, 1999). Entretanto,
estudos recentes mostraram que os Bj-PROs, em doses baixas, reduzem a pressao
arterial sem afetar a atividade catalitica da ECA (IANZER et al., 2007; IANZER et al.,
2011). Especificamente, o efeito anti-hipertensivo evocado pelo Bj-PRO-10c é em
parte devido ao aumento da liberagdo de NO (CAMARGO et al., 2012), um

importante estimulador da angiogénese (ZICHE, 2000).

A angiogénese terapéutica tem sido proposta como uma alternativa para o
tratamento de doencas isquémicas. Devido aos potentes efeitos anti-hipertensivos
observados in vivo e a identificagdo de novos alvos de atuacédo dos Bj-PROs, que
nao apenas a inibicdo da ECA (IANZER et al., 2007; GUERREIRO et al.., 2009),
bem como devido ao fato de moléculas similares, tais como os inibidores de ECA
idealizados a partir dos primeiros Bj-PROs descobertos, serem estimuladores da
angiogénese (FABRE et al, 1999), a nossa hipotese €, portanto, de que esses Bj-
PROs recentemente descritos, em especial o Bj-PRO-7a e o Bj-PRO-10c, possam
ser possiveis moléculas que promovam uma maior atividade angiogénica e,

consequentemente, estimulem a revascularizacéo do tecido isquémico.
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Dessa forma, frente a necessidade de desenvolvimento de novas estratégias
de tratamento para a DAP, os Bj-PROs poderé&o servir como ferramentas para o

desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da DAP.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos dos peptideos ricos em prolina da Bothrops jararaca Bj-PRO-
7a e Bj-PRO-10c sobre a revascularizacao de musculos isquémicos de membros

posteriores em modelo murino.

3.2 Objetivos especificos

Especificamente, avaliamos os efeitos da administracdo sistémica dos

peptideos Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c sobre:

1. O fluxo sanguineo de membros posteriores isquémicos de animais

submetidos a cirurgia de ocluséo da artéria femoral (OAF);
2. A pressdao arterial sistdlica de animais submetidos a OAF;

3. A angiogénese e a arteriogénese em musculos de membros posteriores

isquémicos de animais submetidos a OAF;

4. O conteudo de células progenitoras de endotélio na medula 6ssea e no

sangue de animais submetidos a OAF,;

5. A produgéo de VEGF (fator de crescimento do endotélio vascular) e de
NO (6xido nitrico) nos musculos de membros posteriores isquémicos e na

medula 6ssea desses animais;
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6. O fluxo sanguineo de membros posteriores isquémicos de animais

deficientes na expresséao do receptor B2 de Bradicinina (B2R-KO);

7. A angiogénese e a arteriogénese em musculos de membros posteriores

isquémicos de animais B2R-KO;

8. O fluxo sanguineo de membros posteriores isquémicos de animais tratados

com o inibidor de 6xido nitrico sintase L-NAME;

9. A angiogénese e a arteriogénese em musculos de membros posteriores

isquémicos de animais tratados com L-NAME.
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7 CONCLUSAO
Os dados apresentados nesse trabalho sugerem que:

e O tratamento sistémico diario com ambos os peptideos Bj-PRO-7a e Bj-PRO-
10c estimula a recuperacdo do fluxo sanguineo de membros posteriores

isquemiados apos a OAF em camundongos;

e Ambos os peptideos Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c estimulam a angiogénese e a
arteriogénese em musculos de membros posteriores isquemiados apos a

OAF em camundongos;

e Apenas o peptideo Bj-PRO-10c, mas nao o Bj-PRO-7a, estimula a producéo
das moléculas pré-angiogénicas NO e VEGF em musculos de membros

posteriores isquemiados apos a OAF em camundongos;

e Apenas o peptideo Bj-PRO-10c, mas ndo o Bj-PRO-7a, estimula a
mobilizacdo de células-tronco angiogénicas da medula éssea ap6s a OAF em

camundongos;

e Os efeitos estimulatorios dos peptideos Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c sobre a
revascularizacdo dos membros isquemiados parecem nao ser dependentes

da ativagcédo do receptor B2 de Bradicinina;

e Os efeitos estimulatérios do peptideo Bj-PRO-10c, mas ndo do Bj-PRO-7a,
sobre a revascularizacdo dos membros isquemiados €, pelo menos

parcialmente, dependente da estimulacdo da producgéo de NO.
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Como concluséo geral, pode-se sugerir que os peptideos Bj-PRO-7a e Bj-
PRO-10c apresentam potentes efeitos pré-angiogéncos em modelo de
isquemia induzida por OAF em camundongos de maneira independente da
ativacdo de receptores B2 de Bradicinina. Além disso, o efeito estimulatério
do peptideo Bj-PRO-10c, mas nao o Bj-PRO-7a, sobre a revascularizagéo de
membros isquémicos parece ser dependente da estimulacdo da producédo de

NO.
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Figura 1 — Caracterizacao do peptideo sintético Bj-PRO-7a. A: Perfil cromatografico. O
pico de eluicdo majoritario com tempo de retencao de 11,686 min, seguido de segundo pico
com partes sobrepostas é comum para peptideos que contém varias prolinas, néo
caracterizando impureza ou degradacdo. B: Andlise por espectrometria de massa. A
pureza do peptideo foi confirmada através onde foi observado sinal intenso no valor de m/z
correspondente ao Bj-PRO-7a de 705Da + 23Da (MM + Na’). Outros sinais de menor
intensidade também foram detectados na leitura do padrao.
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Figura 2 — Caracterizacdo do peptideo sintético Bj-PRO-10c. A: Perfil cromatografico.
O pico de eluigdo majoritario com tempo de retencdo de 14,637 min, seguido de segundo
pico sobreposto de retencdo de 15,962 min é comum para peptideos que contém varias
prolinas, ndo caracterizando impureza ou degradagdo. B: Andlise por espectrometria de
massa. A pureza do peptideo foi confirmada através onde foi observado sinal intenso no
valor de m/z correspondente ao Bj-PRO-10c de 1196Da (MM). Outros sinais de menor
intensidade também foram detectados na leitura do padrao.
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