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RESUMO

As doengas cardiovasculares (DCV) sao as principais causas de morbidade e
mortalidade em todo o mundo. A Organizagao Mundial de Saude - 2013 (OMS) ao
alertar sobre os fatores de risco de DCV cita a hipertensdo como uma das causas.
Tem havido um interesse crescente no desenvolvimento de compostos naturais e
alimentares que podem servir como alternativas para o tratamento da hipertensao
com efeitos colaterais mais baixos que os anti-hipertensivos sintéticos. O objetivo
deste trabalho foi analisar o efeito inibitério do BTCI (black-eyed pea
trypsin/chymotrypsin inhibitor) e de dois peptideos analogos (PepChy e PepTry)
contra a enzima conversora da angiotensina (ECA) e o efeito nos parametros
hemodindmicos e cardiovasculares destas moléculas que apresentaram atividade
inibitoria contra ECA indicada pelos valores de 1Cso de 54.6 £2.9; 24.7 +1.1; e 24.4
+1.1 yM, respectivamente, ocluindo o sitio catalitico conforme simulagcédo de docking
molecular, principalmente para PepChy e PepTry. As atividades hemodinamicas e
cardiovasculares dessas moléculas foram avaliadas em ratos normotensos e
naturalmente hipertensos em ensaios in vivo usando o método por gavagem e ex
vivo em coragdes isolados. Os ensaios in vivo mostram que as trés moléculas
apresentaram efeitos hipotensivos mediante a diminuigdo da pressao arterial média,
aumento da condutancia vascular renal e adrtica, compativel com vasodilatagdo, no
entanto, apresentando fluxo sanguineo e frequéncia cardiaca constantes. Em
ensaios ex vivo, utilizando coragdes isolados, estas moléculas promoveram
mudangas expressivas na contratilidade ventricular esquerda e na vasodilatagdo
coronariana. A reducgéo significativa da pressao sistdlica final do ventriculo esquerdo
e vasodilatagdo coronaria com reducdo da pressao de perfusdo sem alterar a
frequéncia cardiaca foram observados. Em conjunto, estes resultados indicam um
potencial terapéutico de BTCI e seus peptideos relacionados no tratamento da
hipertensao.

Palavras-chaves: Hipertensdo. Cardiovascular. Enzima Conversora de
Angiotensina (ECA). Ratos Espontaneamente Hipertensos (SHR). Peptideo Bioativo.
Bowman-Birk. Inibidor de Protease. Vigna unguiculata.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases (CVD) are the main causes of morbidity and mortality
worldwide. The World Health Organization - 2013 (WHO) when alerting about the risk
factors of CVD cites hypertension as one of the causes. There has been a growing
interest in the development of natural and dietary compounds that can serve as
alternatives for the treatment of hypertension with lower side effects than synthetic
antihypertensives. The objective of this work was to analyze the inhibitory effect of
BTCI (black-eyed pea trypsin/chymotrypsin inhibitor) and two analog peptides
(PepChy and PepTry) against the angiotensin converting enzyme (ACE) and the
effect on hemodynamic and cardiovascular parameters of these molecules that
showed inhibitory activity against ACE indicated by the IC50 values of 54.6 + 2.9;
24.7 £ 1.1; and 24.4 £ 1.1 yM, respectively, occluding the catalytic site according to
molecular docking simulation, mainly for PepChy and PepTry. The hemodynamic and
cardiovascular activities of these molecules were evaluated in normotensive and
naturally hypertensive rats in vivo assays using the gavage method and ex vivo in
isolated hearts. In vivo tests show that the three molecules showed hypotensive
effects by decreasing mean arterial pressure, increased renal and aortic vascular
conductance, compatible with vasodilation, however, presenting constant blood flow
and heart rate. In ex vivo trials, using isolated hearts, these molecules promoted
significant changes in left ventricular contractility and coronary vasodilation.
Significant reductions in left ventricular end systolic pressure and coronary
vasodilation with reduced perfusion pressure without altering heart rate were
observed. Together, these results indicate a therapeutic potential for BTCI and its
related peptides in the treatment of hypertension.

Keywords: Hypertension. Cardiovascular. Angiotensin Converting Enzyme (ACE).
Spontaneously Hypertensive Rats (SHR). Bioactive Peptide. Bowman-Birk. Protease
inhibitor. Vigna unguiculata.
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I INTRODUGAO

O reino vegetal apresenta uma extensa distribuicdo de proteinas com
capacidade de inibir as atividades de proteases tais como: tripsina, quimotripsina e
carboxipeptidase (BENDER, 1987; XAVIER-FILHO e CAMPOS, 1989). As
serinoproteases sao enzimas proteoliticas amplamente estudadas e caracterizadas
bioquimicamente. Estdo envolvidas em importantes processos fisioldgicos, como a
digestdo e absor¢cdo das moléculas alimentares, a cascata de coagulagédo e a
degradagao de moléculas da matriz extracelular (NEURATH, 1989; POWERS et al.,
2002).

A tripsina é uma serinoprotease do tipo endopeptidase encontrada no
aparelho digestivo. E formada por uma cadeia de 223 residuos de aminoécidos e
contém seis ligagdes dissulfeto (HRUSKA et. al., 1969). A quimotripsina € uma
serinoprotease do tipo endopeptidase encontrada no aparelho digestivo de
vertebrados, onde atua principalmente na clivagem de proteinas. Estas
serinoproteases clivam, predominantemente, cadeias peptidicas no lado carboxila
dos aminoacidos carregados positivamente (lisina e arginina) e aromaticos (tirosina,
triptofano, fenilalanina), respectivamente (ESTEVES, 2010). Por ser objeto desse
estudo, a tripsina e a quimotripsina sdo aqui consideradas.

As serinoproteases séo responsaveis pela catalise de reagcdes de hidrélise em
diferentes ligagbes peptidicas de compostos presentes nos organismos vivos. No
entanto, a inibicdo da atividade das proteases pode ocorrer por meio da interagao
direta da protease com inibidores especificos que ao bloquearem o sitio catalitico
participam da regulagcdo das atividades proteoliticas dessas moléculas
(KROWARSCH et al., 2003). Sendo assim, os inibidores especificos de proteases
apresentam fungdes importantes na regulacdo da protedlise em diversos
organismos, que, quando desregulada, pode conduzir a muitos estados de
enfermidade, incluindo enfisema, derrame cerebral, cancer, mal de Alzheimer,
inflamagéao e artrite (POWERS et.al., 2002). Para limitar esses danos potenciais, a
acao dessas moléculas deve ser estritamente controladas.

Em diversos organismos e, de modo peculiar nos vegetais por ndo possuirem
sistema de defesa inato como os animais padrées moleculares associados a
patdogenos, como partes de virus, bactérias e fungos, s&o fundamentais para
ativacdo de sistemas eficientes de defesa contra invasores. Nas sementes de

32



plantas, a agdo dos inibidores de proteases representa importante estratégia de
defesa contra predadores e patogenos, principalmente durante a germinacgéo
(ZHANG et al., 2008).

Em 2004, autores como Rawlings et al. descreveram que algumas plantas
geneticamente modificadas, expressando inibidores de enzimas proteoliticas
digestivas de insetos, pragas e pestes estavam cada vez mais sendo introduzidas
em culturas agricolas com resultados positivos para um vultoso aumento na
resisténcia dessas plantas aos seus agentes agressores. Os inibidores de protease
de plantas também estao sendo investigados por seu potencial na prevengao e/ou
tratamento de um conjunto diverso de patologias humanas, incluindo doencgas
neurodegenerativas e cardiovasculares, cancer, atrofia muscular e processos
inflamatérios (ARMSTRONG et al., 2000; SHARONY et al.,, 2010; SAFAVI e
ROSTAMI, 2012; MEHDAD et al., 2016).

Ressalta-se ainda a existéncia de grande variedade de proteinas que sao
inibidoras de proteases a exemplo deste estudo que envolve um inibidor especifico
de proteases pertencente a familia de inibidores Bowman Birkr (BBI), o BTCI (do
inglés black-eyed pea trypsin/chymotrypsin inhibitor) isolado a partir de sementes de
feijao Vigna unguiculata. Este inibidor tem sido alvo de estudos biofisicos estruturais
ha mais de 40 anos no Laboratorio de Biofisica Estrutural da Universidade de
Brasilia-UnB, estudos esses iniciados pelo saudoso Prof. Dr. Manuel Matheus
Ventura e conduzidos posteriormente pela Profa. Dra. Sonia Maria de Freitas.

Estudos desenvolvidos por Alvares et al. (2014) mostraram que a inibicdo
dessas serinoproteases pelo BTCI favorece a agdo da bradicinina no organismo.
Sendo assim, o0 uso concomitante de inibidores destas enzimas, pode ser uma das
maneiras de potencializar a agdo da bradicinina in vivo. Dados desse trabalho
mostraram que o BTCI além de formar complexos com a bradicinina com constante
de ligagdo na ordem de 10* M pode atuar como carreador de bradicinina e ser uma
estratégia para aumentar a meia-vida plasmatica deste peptideo.

Na presente tese, os peptideos derivados do sitio reativo do BTCI foram
sintetizados com base na estrutura do BTCI e testados quanto a atividade inibitoria
contra as proteases tripsina, quimotripsina e a enzima conversora de angiotensina
(ECA). Esta enzima ECA é um componente central do sistema renina-angiotensina
que atua no controle da presséao arterial regulando o volume de fluidos no corpo e

convertendo angiotensina | em angiotensina Il (vaso constritor). Considerando as
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caracteristicas apresentadas pelo BTCl e a semelhanga dos peptideos quanto a
atividade inibitoria, priorizamos o estudo desses peptideos visando a caracterizagao
funcional em sistema cardiovascular por meio de ensaios in vivo com ratos
normotensos e espontaneamente hipertensos e ex vivo com coragdes isolados, em
colaboragédo com Prof. Dr. Gustavo Rodrigues Pedrino e sua equipe (Laboratorio de
Neurociéncia e Fisiologia Cardiovascular, Universidade Federal de Goias - UFG) e
Prof. Dr. Carlos Carlos Henrique de Castro e sua equipe (Laboratério Integrativo de
Fisiopatologia Cardiovascular e Neuroldgica, Universidade Federal de Goias - UFG),
respectivamente, que disponibilizaram a infraestrutura e métodos para a realizagao

dos experimentos.
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Il REVISAO BIBLIOGRAFICA

Il.1 Pressao Arterial (PA) e Sistemas de Regulagao

A pressdo sanguinea foi definida como a pressao transmitida pelo sangue
circulante as paredes das artérias e dependente de cinco fatores hemodinamicos:
débito cardiaco (DC) e energia da contragao ventricular; quantidade de sangue
circulante (volemia); qualidade do sangue e viscosidade sanguinea; elasticidade das
artérias (ou resisténcia central); tonicidade e permeabilidade das arteriolas pré-
capilares (ou resisténcia periférica). Em 1998, Araujo e Acuri afirmaram que a
manutengao do aporte de oxigénio necessario aos tecidos e a remogao dos produtos
catabdlicos garatem a preservagédo das condigdes hemodinamicas. Por isso, a PA
(resultante do DC e da resisténcia dos vasos periféricos) € considerada um
parametro significativo na avalicdo do sistema cardiovascular. E para garantir a
nutricdo tecidual € necessario que a tensdo na parede arterial atinja determinados
niveis.

Da mesma forma, Abrams (1988), Scher (1989) e John (2007) relataram que
a regulacdo da pressdo sanguinea é um processo que envolve a integragdo de
multiplos sistemas de regulagdo do tdnus vascular, tais como barorreflexo, vias
hormonais, renais, vasculares, sistemas reguladores e regulagao intrinseca exercida
por mecanismos locais dentro de um tecido. Todos esses mecanismos modificam,
no entanto, o deébito cardiaco e a resisténcia vascular periférica sdo os dois
parametros principais que mantém o equilibrio da pressao arterial sistémica. Estas
duas variaveis hemodinamicas sao fundamentais para o valor da pressao arterial e
séo definidas como oposi¢cdo dos vasos sanguineos que podem estar contraidos ou
dilatados a circulagdo do sangue. Vale lembrar sobre a condutancia vascular (CV)
ser uma grandeza fisica relacionada a resisténcia vascular que aumenta
proporcionalmente a quarta poténcia do didametro do vaso.

O conhecimento sobre a hemodinamica, que é definida como o estudo das
forgas geradas pelo coracéo e do fluxo sanguineo no sistema cardiovascular, com a
finalidade de avaliar o desempenho € essencial para desenvolver ferramentas de
diagnodstico e tratamento das doengas cardiovasculares. Pode ser subdividida em
medidas diretas, efetuadas no paciente, como a frequéncia cardiaca (FC) palpada
ou verificada por eletrocardiograma (ECG), e indiretas calculadas a partir das
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variaveis diretas. César (2007) salienta a relagdo existente entre a FC e a
estimulagdo adrenérgica, e que alteragdes bruscas na FC, podem desencadear 6bito
tanto em seres humanos como em animais. Por dificuldade de obtencao de valores
in vivo de alguns parametros hemodinamicos, tais como a press&do hemodinamica e
as tensdes nas paredes de artérias, tem-se utilizado cada vez mais métodos de
simulagdo computacional de fluxo sanguineo baseados na dindmica de fluidos
(PERKTOLD et al., 1987; LIMA et al., 2017).

O corpo humano possui mecanismos diferentes para a regulagdo da pressao
arterial. Alguns deles atuam rapidamente, outros lentamente. Operam em faixas de
pressao baixa, normal e pressao alta. No mecanismo rim-liquidos corporais para o
controle da pressdo necessita-se de algumas horas antes que ele comece
apresentar resposta significativa. Este mecanismo desenvolve resposta de feedback
com ganho infinito para o controle da PA. O controle de pressdo de ganho infinito se
baseia no efeito da pressdo arterial e da producéo renal de agua e sal. Na
hipertensdo, a saida torna-se maior do que a ingestdo liquida de agua e sal, e o
corpo torna-se progressivamente desidratado até que essa desidratagado faga com
que a pressao volte ao normal, essa resposta é a causa do ganho infinito que ira
determinar o nivel de longo alcance da pressao arterial (GUYTON, et al., 1972).

A presséao arterial do adulto humano, durante cada dia, raramente se desvia
do normal, (de 10% a 15%). Para alcangar tal constancia, o corpo possui uma rede
de sistemas de controle de pressao, dentre eles, varios sdo baseados em receptores
neurais que respondem em segundos para ajudar na corregdo da pressao anormal.
As atividades desses sistemas sdo seguidas em poucos minutos pela ativagao de
controladores hormonais. Dentro de horas ou dias, um sistema de controle da
pressao renal € induzido a aumentar o volume de fluido corporal quando ocorre
queda da pressdo ou entdo diminuir o volume quando a pressdo aumenta. Este
sistema de fluido renal € o método dominante para estabelecer o controle de
pressao em longo prazo (GUYTON, 1991).

Os autores acima consideram que €& observada elevagdao na PA quando
existe um aumento no débito cardiaco ou quando se produz uma vasoconstrigao
arterial periférica; e a reducado da PA é observada quando o DC reduz ou quando
produz-se uma vasodilatacao arterial periférica. Esta relacdo pode ser representada
como: Pressao Arterial = Débito Cardiaco + Resisténcia Periférica Total. Em 1985 foi
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adicionado o termo da presséo do atrio direito (PAD) a formula original: PA = DC x
RPT + PAD.

O valor mais elevado e o mais baixo da PA, expressos em milimetros de
mercurio (mmHg), s&o correspondentes a pressao arterial sistélica (PAS) e a
pressao arterial diastolica (PAD), respectivamente (POWERS e HOWLEY, 2017).
Em individuos normotensos em repouso, a PAS deve ser menor que 140 mmHg e a
PAD menor que 90 mmHg (Sociedade Brasileira de Cardiologia — SBC, 2016).

A PAS representa a pressao arterial maxima, e refere-se ao valor medido no
momento da sistole ventricular, quando o ventriculo esquerdo se contrai e bombeia
0 sangue, proporcionando uma estimativa do trabalho do coragédo e da for¢ga que o
sangue exerce contra as paredes arteriais durante a sistole. Por outro lado, na
diastole avalia-se a PAD que corresponde a pressao arterial minima. Nesta fase do
ciclo cardiaco, o ventriculo esquerdo se relaxa correspondendo a resisténcia
periférica ou a facilidade com que o sangue flui das arteriolas para dentro dos
capilares. Também ocorre, durante a diastole, o recuo elastico natural das artérias, o
que desencadeia uma pressdo continua, mantendo o fluxo constante de sangue
para a periferia, até o proximo ciclo cardiaco (MC ARDLE et al., 2016).

Entretanto, a pressédo arterial média (PAM) representa a pressdao meédia
exercida pelo sangue quando ele circula por meio das artérias. Ela pode ser
estimada a partir da PAD e da PAS da seguinte maneira: PAM = PAD + [0,333 x
(PAS - PAD)] (KENNEY et al.,, 2013). Em niveis adequados e razoavelmente
constantes, Irigoyen et al. (2003) relataram que a PA garante a adequada perfusao
dos tecidos corporais, esteja o individuo em repouso ou desenvolvendo diferentes
atividades, sendo que, mecanismos complexos interagem-se para manter a presséo

dentro de uma faixa relativamente estreita de variagao.

1.2 Hipertensao Arterial Sistémica (HAS)

Conforme parametros da Organizagao Mundial de Saude — OMS (2013),
define-se a hipertenséo arterial por valores pressoricos acima de 140 x 90 mmHg.
Em agosto de 2004 foi apresentada pelo The Seventh Report of the Joint National
Committee on Prevention, Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood
Pressure uma nova categoria de pressao arterial: a pré-hipertensdo. A pré-
hipertensao e a presséo arterial “normal alta” s&o definidas pela European Society of

37



Hypertension and the European Society of Cardiology (PAS: 130-139 mmHg ou
PAD: 85-89 mmHg) como precursoras da HA.

Fatores diversos como irregularidades na homeostasia de sodio também
podem causar aumento da pressdo arterial. Mesmo com a patogénese da
hipertensdo ainda por esclarecer, o consumo de sal é considerado uma das
principais causas (COSTA et al., 1997; ITO et al., 1999; CONTRERAS et al., 2000;
SACKS et al., 2001; RODRIGUEZ-ITURBE e VAZIRI, 2007; GOTTLIEB et al., 2008).
Nota-se, na atualidade, expressivo aumento dos fatores de riscos associados ao
desenvolvimento das doencgas cardiovasculares, como o ritmo estressante da vida
moderna; alimentag¢des do tipo fast foods ricas em gordura, agucar e sodio; o uso
disseminado do tabaco e do alcool; além de diversas atividades profissionais que
levam a longos periodos de inatividade fisica/sedentarismo. Nos dias atuais ja ndo é
novidade dizer que ao longo do tempo a elevagao da presséo arterial podera afetar
Orgaos como o coragao e os rins, além de outros.

Estudos confirmam que, a resisténcia cardiaca seria maior com a pressao
sanguinea elevada, pois, o estado de hipertensdo acarreta um aumento da
frequéncia e da forga contratil do musculo cardiaco, podendo comprometer a fungao
cardiaca com o passar do tempo (ZILE, 2002; CINGOLANI et al., 2003; CHEN-I1ZU et
al., 2007). Irigoyen et al. (2005) complementam estas informagdes ao relatarem que
a maioria das alteragbes em diversos 6rgaos como 0s rins, cérebro e pancreas
estariam associadas a hipertensao arterial, e que sao desencadeadas por
mecanismos compensatdrios secundarios a elevacao pressorica cronica.

Ainda que a ontogénese da hipertensdo ainda ndo se encontra
completamente elucidada, estudos tem demonstrado a influéncia do sistema
nervoso central (SNC) no desenvolvimento da HA em humanos e em modelos
animais (BERGAMASCHI et al., 1995; BERGAMASCHI et al., 1999; ITO et al., 2000;
ALLEN, 2002; DAMPNEY et al., 2003; GUYENET, 2006). Dampney et al. (2003) e
Guyenet (2006) ainda acrescentam que a acao do SNC na origem e manutencao da
hipertensdo provavelmente envolve a divisdo simpatica do sistema nervoso
autbnomo responsavel pela enervagao do coragao, vasos, rins e a glandula adrenal.
Alegacao esta, ratificada pelos estudos de Tan et al. (2010) e Oliveira-Sales et al.
(2014), que afirmaram sobre os disturbios simpaticos estarem ligados ao aumento
da PA.
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Sabe-se que as caracteristicas fisiopatologicas essenciais da hipertensao
envolvem, além de outros fatores, aumento da resisténcia periférica total
(BERNATOVA, 2014). De fato, alguns estudos demonstraram disfuncéo endotélial
no ténus vascular em modelos animais hipertensos com a participacdo do oxido

nitrico em diferentes modelos de hipertenséo experimental (TOROK, 2008).

Dados epidemioloégicos

Embora a hipertensdo arterial sistémica tenha sido identificada no final dos
anos 50 como fatores de riscos primarios, no inicio do século 21 ainda representa
um desafio global de saude publica, e estima-se que seja responsavel em torno de
45% das mortes no mundo (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE — OMS, 2013).

Mozaffarian et al. (2016) desenvolveram dados epidemioldgicos sobre a
hipertensdo arterial em pacientes norte-americanos com prevaléncia da HAS em
69% dos pacientes com primeiro episédio de infarto agudo do miocardio (IAM) —
necrose miocardica resultante de obstrugdo aguda de uma artéria coronaria —
causando bloqueio do fluxo sanguineo para o musculo cardiaco. Em 77% dos casos
de acidente vascular encefalico (AVE) produzido por oclusdo ou ruptura de um vaso
sanguineo que irriga o cérebro, um deles & o acidente vascular encefalico isquémico
derivado da oclusdo de um vaso sanguineo por coagulo, que pode se originar do
proprio vaso obstruido (trombo) ou do coragdo ou de outro vaso (émbolo); ja o
acidente vascular encefalico hemorragico acontece apos a ruptura de um vaso
sanguineo cerebral que pode acontecer tanto em um vaso contiguo ou junto ao
cérebro, ou nas substancias do cérebro. Em 75% com insuficiéncia cardiaca (IC)
consequente do mau funcionamento do musculo cardiaco quando ndo consegue
bombear ou ejetar adequadamente o sangue para fora do coragao (sistdlica), e
também dos musculos do coragdo que ao enrijecerem nao permitem com eficiéncia
que as camaras cardiacas sejam preenchidas com o sangue das veias pulmonares
e cavas. E ainda 60% com doenca arterial periférica (DAP) que resulta em
diminuigao do fluxo sanguineo.

Quanto a HA e DCV no Brasil, Moreira e Paola (2015) evidenciaram que a HA
atingiu em individuos adultos 32,5%, e nos idosos mais de 60%, e que a HA
contribui, de forma direta ou indiretamente, em 50% das mortes por doencgas
cardiovasculares. As complicagdes nas modalidades cardiacas, renais e AVE,
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causariam, em consequéncia da perda de produtividade do trabalho e da renda
familiar, impacto elevado estimado em US$ 4,18 bilhdes entre 2006 e 2015.

Do total de 6bitos ocorridos no Brasil em 2016, 57% corresponderam as dez
principais causas de morte. As duas primeiras causas de morte mais frequentes no
Brasil e no Mundo foram: doenga cardiaca isquémica (DCI), seguida pelo acidente
cérebro vascular (ACV). Sendo que no Brasil a taxa bruta sobre o total de ébitos foi
de 89,9% e 52,2%, respectivamente. A diabete mellitus ficou em 7° lugar no Brasil
(27.6%) e no mundo (SAUDE BRASIL, 2019).

Em estudos de base populacional, a prevaléncia mundial da pré-hipertensao
variou entre 21% a 37,7%, com exceg¢ao do Ira que atingiu uma faixa de 52,1%,
conforme demonstrado na figura 1 (CHOBANIAN et al.,, 2003; LIM et al., 2012;
EGAN e STEVENS-FABRY, 2015; Revista Brasileira de Hipertensao, 2017).

Figura 1: Prevaléncia da pré-hipertensao.
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Fonte: Revista Brasileira de Hipertensao. Vol. 24, N° 1, p 12-17. 2017.

As DCV’s sdo ainda responsaveis por alta frequéncia de internacbées com custos
socioecondmicos elevados. A figura 2 mostra a taxa de mortalidade no Brasil por
DCV’s e a distribuicdo por causas no ano de 2013. Foram registrados 1.138.670
Obitos, 339.672 dos quais (29,8%) decorrentes de DCV’s que é considerada a
principal causa de morte no pais (Revista Brasileira de Hipertenséo, 2017) e que
apenas uma pequena minoria de pacientes hipertensos apresenta somente uma

elevacao da PA. Lessa (2001) em seu artigo informa que no Brasil, a hipertensao
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arterial representa a morbidade mais comum na populacédo adulta e nos servigos de

emergéncia.

Figura 2: Taxa de mortalidade no Brasil por doenga cardiovascular e distribuigdo por
causas no ano de 2013. DIC: doengas isquémicas do coragao; DCbV: doenca
cerebrovascular; DH: doencgas hipertensivas; ICC: insuficiéncia cardiaca
concongestiva.
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Fonte: Revista Brasileira Hipertensao. Vol. 24, N° 1, p 12-17. 2017.

Patogenias

A pré-hipertensdo e a pressao arterial “normal alta” s&o definidas pela
European Society of Hypertension and the European Society of Cardiology (PAS:
130-139 mmHg ou PAD: 85-89 mmHg) como precursoras da HA conforme
demonstram varios estudos a exemplo do de Abegunde et al. (2007) e Sanjuliani
(2009) ao enfatizarem sobre a pré-hipertensédo e a pressdo “normal alta” estarem
associadas ao aumento de riscos cardiovasculares e da mortalidade decorrente
deles, além de estarem relacionadas ao aumento da incidéncia de diabetes tipo 2
(Mellitus) caracterizada por produgao insuficiente de insulina ou por incapacidade
do organismo de utilizar a insulina produzida pelo pancreas de forma eficiente, e da
sindrome metabdlica, um conjunto de doengas quando associadas poderéo levar ao
aumento do risco de problemas cardiovasculares. Dados publicados pela OMS
(2013) informam sobre as DCV’s ser a causa mais prevalente de mortalidade e
morbidade no mundo.

Autores acima informam sobre a pré-hipertensdo e a pressao “normal alta”

estarem associadas ao aumento de riscos cardiovasculares além de estarem
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relacionadas ao aumento da incidéncia de diabetes tipo 2 (Mellitus). Ja Lewington et
al. (2003) e Weber et al. (2014) complementam sobre a hipertensdo arterial ser
considerada condigao clinica multifatorial, pois encontra-se associada a disturbios
metabdlicos, alteragbes funcionais e/ou estruturais de O6rgaos-alvo, com
repercussdes clinicas piores quando associada a outros fatores de risco, como
dislipidemia, obesidade abdominal, intolerancia a glicose e diabetes mellitus. Na

tabela 1 esta incluido apenas risco baixo, moderado e alto.

Tabela 1 — Classificagdo de risco no paciente hipertenso de acordo com fatores de
risco adicionais, presenca de lesdo em orgao-alvo e de doencga cardio-
vascular ou renal.

HAS Estagio 2
PAS 160-179 ou PAD
100-109
Risco
Moderado

HAS Estagio 3
PAS 2 180 ou PAD 2 110

PAS 130-139 ou HAS Estagio 1
PAD 85-89 PAS 140-159 ou PAD 90-99

Sem fator de risco Sem Risco Adicional

Risco

1-2 fatores de risco Moderado

Risco

2 3 fatores de risco Moderado

Presenga de LOA, DCV, DRC ou DM

PAS: pressao arterial sistdlica; PAD: pressao arterial diastolica; HAS: hipertensao
arterial sistémica; DCV: doenga cardiovascular; DRC: doenga renal crénica; DM:
diabetes mellitus; LOA: lesao em érgao-alvo.

Fonte: Revista Brasileira de Hipertensao. Vol. 24, N° 1, p 12-17. 2017.

Quanto a hipertensao arterial de longa duragao e sem tratamento adequado,
Chaddad Neto (2016) é reticente em afirmar que provoca alteragées na superficie
interna das artérias, facilitando a penetragdo das gorduras na parede arterial,
contribuindo para o processo de arteriosclerose, com redug¢ao do diametro dos vasos
e consequente déficit de irrigagdo sanguinea. Pode ocorrer ainda lesdo isquémica
nos mais diversos 6rgaos, sendo mais comum no tecido cerebral, denominado
Acidente Vascular Cerebral Isquémico (AVCI). E, prossegue o autor, quando as
lesdes isquémicas sao multiplas, desencadeiam quadros de deméncias.

Tomassoni et al. (2004) afirmam que, na vigéncia de HAS, o cérebro além de
sofrer mudancas vasculares fica propenso a microaneurismas e isquemias, bem
como podendo ocorrer redugdo no volume cerebral, aumento no volume dos

ventriculos e perda neuronal. Portanto, a hipertensdo compromete milhdes de
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pessoas em todo o mundo causando morbidade e mortalidade (CARRETERO e
OPARIL, 2000; GUPTA et al., 2010).

Ainda que a HAS seja facilmente diagnosticada e controlada por meio de
intervengdes farmacologicas, algumas drogas disponiveis para o tratamento da
hipertensao sao ineficazes e/ou apresentam efeitos colaterais acentuados (ERLUND
et al., 2008; SHUKLA et al., 2010) que, associados a alguns desses medicamentos
pode causar limitagdes para alguns pacientes.

Substancias usadas em tratamentos para HAS

O pirazol € uma substancia téxica, usada como agente quelante e em sintese
organica. Mas, Grosse et al. (2014); Liu et al. (2014) e Mascia et al. (2014) séo
unanimes ao afirmarem que o pirazol apresenta propriedades analgésicas, anti-
inflamatorias, antimicrobianas, anticonvulsivantes, antioxidantes, antitumorais e
hipoglicémicas. Estudos foram realizados com derivados de pirazol como inibidores
da sintase de 6xido nitrico neural e da sintase de 6xido nitrico indutivel (NONS e
iONS); pirazéis como inibidores do canal de calcio do tipo N 2,4,56-
tetrahidrociclopenta [c] (WINTERS et al., 2014); vasorelaxante e inibidor da
fosfodiesterase (FOLLMANN et al., 2013). Ja o derivado sintético do pirazol 5-(1-(3-
fluorofenil)-1H-pirazol-4-il)-2H-tetrazole (LQFM-21) apresenta atividade
vasorelaxante (MARTINS, 2012).

Trindade et al. (2018) avaliaram os efeitos, via intravenoso e por cateter
intragastrico, do LQFM-21 na pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca
(FC), condutancia vascular renal (CVR), condutancia vascular arterial (CVA),
sensibilidade do barorreflexo (SBR) e reatividade vascular. A sensibilidade
barorreflexo também foi analisada como uma razdo de mudangas na FC e na PAM.

Esses autores constataram com a administragao intravenosa aguda (iv) do
LQFM-21 (0,05; 0,1; 0,2 e 0,4 mg kg ~") reduziu a PAM e a FC, e aumentou a CVR e
a CVA. A administracdo oral de LQFM-21 (15 mg kg™') por 15 dias reduziu a PAM
sem alterar a SBR. O bloqueio dos receptores muscarinicos e a sintase do 6xido
nitrico por meio de infuséo intravenosa de atropina e L-NAME (NG-nitro-L-arginina
metil ester), respectivamente, atenuou os efeitos cardiovasculares do LQFM-21.
Esses achados sugerem o envolvimento do receptor muscarinico e da via ON/GMPc

(Oxido Nitrico/Monofosfato ciclico de guanosina) nos efeitos anti-hipertensivos e
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vasodilatadores do LQFM-21. Os experimentos ex vivo mostraram que o LQFM-21
induziu um relaxamento dependente do endotélio em anéis aodrticos isolados dos
SHR’s. Este efeito foi bloqueado pelo inibidor da guanilina ciclase (ODQ) e pelo L-
NAME, levando Trindade et al. a concluirem que esses achados sugerem o
envolvimento do receptor muscarinico e da via ON/GMPc nos efeitos anti-
hipertensivos e vasodilatadores do LQFM-21.

A HAS é facilmente diagnosticada e pode ser controlada por meio de
intervengdes farmacolégicas. A maioria das classes de medicamentos anti-
hipertensivos, em combinacdo ou ndo, e em doses baixas proporciona varios
beneficios nas terapias anti-hipertensivas e em prevencdo de doengas renais,
cardiovasculares e ndo vasculares como a glaucoma e diabetes (LAW et al.,
2009). Mas, Erlund et al. (2008) e Shukla et al. (2010) sao claros ao dizerem que
algumas drogas disponiveis no mercado para o tratamento da hipertensdo s&o
ineficazes e/ou possuem efeitos colaterais adversos.

Tem havido um interesse crescente no desenvolvimento de compostos
naturais e alimentares que podem servir como alternativas para o tratamento da
hipertensdo com efeitos colaterais mais baixos que os anti-hipertensivos (ALUKO,
2015; MANSO et al., 2015). Estudos atestam que as plantas medicinais tem uma
longa histdria no uso para o tratamento da hipertensdo. S&o conhecidas por induzir
hipotensdo com efeitos colaterais minimos (CHAN et al., 2000; CHEN et al., 2009;
GREENWAY et al.,, 2011). Assim, é importante identificar novas moléculas com
potencial terapéutico para o tratamento da hipertensdo e outras doengas

cardiovasculares.

[1.3 Anti-hipertensivos

Dentre os principios gerais para o uso do tratamento medicamentoso na HAS,
e por recomendagdes da Sociedade Brasileira de Cardiologia — SBC (2016) e
visando o bem estar do enfermo, destaca-se que a adesdo ao tratamento e o
minimo de efeitos colaterais dos medicamentos estdo na escolha de anti-
hipertensivo adequado a cada paciente, assim como avaliagao criteriosa para indicar
a associagdo de anti-hipertensivos em hipertensos classificados como estagio 2
quando a Presséo Sistdlica (PS) estiver variando entre 160-179 mmHg e a Presséao
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Diastdlica (PD) entre 100-109 mmHg; e como estagio 3: PS = 180 mmHg e PD 110
mmHg.

Agindo na musculatura da parede vascular, os vasodilatadores diretos
contribuem para o relaxamento muscular, influenciando a redugcdo da resisténcia
vascular periférica e a vasodilatagao arterial. Provocam, assim, uma retencao hidrica
e taquicardia reflexa. Por isso, geralmente sao usados em associagao com diuréticos
e/ou betabloqueadores, e contraindicados como monoterapia anti-hipertensiva. As
classes de anti-hipertensivos atualmente consideradas preferenciais para o controle
da PA em monoterapia inicial sao diuréticos (DIU), inibidores da enzima de
conversdao da angiotensina (IECA), bloqueadores dos canais de calcio (BCC),
bloqueadores do receptor de angiotensina (BRA) e betabloqueadores (BB) conforme
descritos abaixo.

Os DIU’s exercem acgao anti-hipertensiva mediante redugcao da volemia e
atuam diretamente nos néfrons que sdo as unidades funcionais dos rins. Promovem
a excregdao de sodio e potassio, diminuindo a osmolaridade plasmatica com
consequente reducdo do volume plasmatico. Podem ser classificados de acordo
com os efeitos predominantes em diferentes pontos do néfron. Cada categoria, em
funcdo de intensidade de efeito diurético e das propriedades farmacocinéticas é
usada preferencialmente em determinadas patologias.

Conforme esclarece a Sociedade Brasileira de Cardiologia (2016), os DIU’s
de alga, tiazidicos (que atuam no rim) e poupadores de potassio sdo os anti-
hipertensivos preferencialmente utilizados no tratamento da HAS. Os efeitos
colaterais estdo diretamente relacionados a dosagem utilizada, e destaca-se:
hipopotassemia (baixa concentragcdo de ion potassio no sangue), arritmias
ventriculares secundarias a hipomagnesemia (deficiéncia nutricional caracterizada
por niveis sanguineos (séricos) de magnésio), intolerancia a glicose e disfungao
sexual dentre outros.

Os inibidores adrenérgicos (atuam em receptores [(-adrenérgicose a-
adrenérgicos, pré e pos-sinapticos) de agdo central com atuagao estimulativa no
sistema nervoso central nos receptores a-2-adrenérgicos pré-sinapticos, reduzindo o
tbnus simpatico. Geralmente como monoterapia apresenta efeito hipotensor discreto.
Contudo, tem demonstrado grande utilidade quando usados em associagdo com
medicamentos de outros grupos, principalmente quando ha evidéncia de
hiperatividade simpatica. Tem como principais reagdes adversas sonoléncia, boca
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seca, fadiga e disfungédo sexual. Dependendo do inibidor de agdo central usado pelo
paciente podera provocar anemia hemolitica (ruptura das hemacias) e lesao
hepatica (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2016).

O mecanismo anti-hipertensivo dos B-bloqueadores envolve a reducao inicial
do débito cardiaco e das catecolaminas, além de readaptacido dos barorreceptores e
reducdo da secregdo de renina, acionando o sistema renina-angiotensina-
aldosterona nos rins. Os B-bloqueadores de 3?2 geragao também desencadeiam uma
vasodilatagao sistémica. Sao eficazes em monoterapia anti-hipertensiva, sendo a
primeira opgdo em pacientes hipertensos que apresentam doengas coronarianos
e/ou arritmias cardiacas associadas. Sao contraindicados para asmaticos,
portadores de doengas pulmonares obstrutivas cronicas (DPOC) e bloqueio
atrioventricular grave. Podem causar, mais frequentemente, intolerancia a glicose e
dislipidemias (DULIN e ABRAHAM, 2004; PEDERSEN e COCKCROFT, 2007).

Segundo Doumas et al. (2006), os a-bloqueadores, como monoterapia,
apresentam a longo prazo efeito hipotensor discreto, necessitando, para melhor
efeito, de associagdes com outros anti-hipertensivos. Apresentam tolerancia
medicamentosa, sendo necessario ajustes crescentes de doses. Oferecem melhora
discreta no metabolismo lipidico e glicidico e também nos sintomas de hipertrofia
prostatica benigna. Em suas reagbes adversas estao palpitagdes, astenia (perda ou
diminuicdo das forgas fisicas) e alguns podem contribuir para insuficiéncia cardiaca
congestiva, ndo sendo um medicamento de primeira escolha para hipertensos.

Os antagonistas dos canais de calcio apresentam agdo anti-hipertensiva
devido a reducdo na resisténcia vascular periférica, pois reduzem a concentragao de
calcio nas células musculares lisas vasculares. Stassen et al. (1997); Hansson et al.
(1999); Neal et al. (2000) e Dahlof et al. (2005) consideram os bloqueadores dos
canais de calcio, anti-hipertensivos eficazes por reduzirem tanto a morbidade como a
mortalidade cardiovasculares. Mas, Lubsen et al. (2005) ponderam utilizar, de
preferéncia, os BCC de longa duragdo e com agao especifica ou por formulagao
galénica (medicamentos preparados com plantas), que permita uma liberagao
controlada do medicamento continuamente por 24 horas, de forma que o paciente
nao precise tomar comprimidos varias vezes ao dia. Ainda enfatizam a eficacia, a
tolerabilidade e a seguranca do uso dessa classe de medicamentos no tratamento
da HAS em coronariopatas. Relata-se cefaléia, rubor facial, tontura, obstipagao
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intestinal, depressdo miocardica e bloqueio atrioventricular como efeitos colaterais
possiveis dentre outros.

Os inibidores da enzima conversora da angiotensina (IECA) atuam inibindo a
ECA, componente central do sistema renina-angiotensina, impedindo que a
angiotensina | transforme em angiotensina Il no sangue e nos tecidos, embora
outros fatores possam estar envolvidos nesse mecanismo de ag¢do. Diversos autores
respaldam a eficacia do IECA no tratamento de pacientes com insuficiéncia
cardiaca, HAS e na prevengao secundaria do acidente vascular encefalico (Medical
Research Council Working Party, 1985; GARG e YUSSUF, 1995; HANSSON et al.,
1999; HANSSON et al.,, 1999; FLATCHER et al., 2000; Progress Collaborative
Group, 2001; WHITE, 2007). Ja em 1993 Lewis et al., e em 1997 Giatra et al.,
afirmaram que quando os IECA sdo administrados a longo prazo pode acontecer
retardamento no declinio da funcéo renal em pacientes com nefropatia diabética ou
de outras etiologias. Outras reagdes adversas seriam alteragédo do paladar, tosse
seca, hiperpotassemia (aumento excessivo da taxa de potassio no sangue), danos
ao feto intra-utero dentre outras.

Os bloqueadores dos receptores AT1 da angiotensina Il sdo considerados
eficazes no tratamento da hipertenséo arterial, principalmente em populacdes com
alto risco cardiovascular ou comorbidades associadas a HAS (DAHLOF et al., 2002;
LINDHOLM et al., 2002; The Ontarget Investigators, 2008). Estudos corroboram o
beneficio desses bloqueadores na insuficiéncia cardiaca congestiva e na prevengao
de acidente vascular cerebral (HANSSON et al., 1999; COHN e TOGNONI, 2001;
LINDHOLM et al., 2002; SCHRADER, 2003; PAPADEMETRIOU, 2004; KONSTAM
et al., 2009). Comparagdes entre estudos recentes (metanalise) abalizam que entre
bloqueadores do receptor de angiotensina Il e IECA existe equivaléncia na redugao
de eventos coronarianos, quanto a protegcao cerebrovascular (STRAUSS, 2005;
CHEUNG, 2006; REBOLDI et al., 2008). Foram relatadas como principais rea¢des
diversas, tontura e muito raramente reacdo de hipersensibilidade cutanea (rash),
apresentando bom perfil de tolerabilidade. As precaugdes para seu uso sao
semelhantes as descritas para os IECA (Sociedade Brasileira de Cardiologia — SBC,
2016).

O aliscireno (ou alisquireno), inibidor da renina, promove uma inibigao direta
na acgao desta, ocasionando reducdo na formacdo de angiotensina | e,

consequentemente, reduzindo os niveis de angiotensina Il que € um potente
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vasoconstritor. Assim, ocorre uma vasodilatacdo sistémica, com posterior redugao
da PA (MULLER et al., 2008; WUERZNER E AZIZI, 2008). Além de ativo por via
oral, o aliscireno é considerado como melhor opgédo quando se deseja o bloqueio na
acao do sistema renina-angiotensina-aldosterona com menos eventos adversos
(MATHIAS et al., 2003; CAGNONI et al., 2010). Estudos confirmam que o tratamento
com aliscireno pode originar pequenas reducdes de hemoglobina e do hematdcrito,
mas nao existem relatos de anemia (FISHER e HOLLENBERG, 1995; WOOD et al.,
2003). Entre os efeitos adversos do aliscireno, citam-se crises de nasofaringite,
cefaléias, tonturas, fadiga, disturbios gastrointestinais e erupgédo cutanea, além de
hiperpotassemia e até comprometimento da fungéo renal em pacientes com doengas
nefrovasculares (BROWN, 2008).

Sobre a administragcdo de polifarmacos simultdneamente e em tratamento
prolongado (mais de 3 meses) ao paciente, Muniz et al. (2017) citam os resultados
de entrevistas a 239 idosos. Revelam que os problemas de saude totalizaram em
955 diferentes doencgas, sendo que, a hipertensao arterial foi a mais prevalente em
167 (43,2%) dos entrevistados. Ao serem questionados informaram sobre os
medicamentos consumidos que totalizaram em 1358 diferentes espécies. Entre os
idosos entrevistados, 232 (97,1%) fizeram uso de algum tipo de medicamento nos
quinze dias que antecederam a entrevista, sendo que 150 (62,8%) consomem cinco
ou mais medicamentos. Os medicamentos mais usados para o sistema
cardiovascular aparecem com mais frequéncia (30,2%), sendo os anti-hipertensivos
os mais utilizados (8,10%).

Manso et al. (2015) alertam sobre o prejuizo a saude com O uso
indiscriminado de polifarmacos, pois a ingestdo de farmacos exige mudanga
comportamental que requer maior determinagéo, tanto do idoso como da equipe de
saude, tornando relevante citar Pinto (2013) ao mencionar que as principais
barreiras para o controle da HAS ¢é a dificuldade para se implementar motivacao
adequada para o paciente aderir ao tratamento, assim como o desenvolvimento de
acdes que resultem em mudanca de habitos e estilo de vida. Acresce ainda que as
dificuldades econbmicas para a aquisicdo de medicamentos sdo determinantes,
além da escassez de medicamentos diversificados em farmacias populares.

Por causarem efeitos colaterais negativos e desagradaveis em alguns
pacientes esses medicamentos anti-hipertensivos tem contribuido para reducao da
adesao ao tratamento medicamentoso prescrito (BREMNER, 2002; LAW et al., 2009;
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TAMARGO et al., 2015); levando a crer sobre a importancia de identificar novas
moléculas, como compostos naturais e sintéticos ou modificados para o
desenvolvimento de farmacos com potencial terapéutico para o tratamento da
hipertensdo e outras doengas cardiovasculares (MANSO et al., 2015;
WROBLEWSKA et al., 2013).

Desse modo, os compostos obtidos a partir de plantas medicinais, em
diferentes formas, podem apresentar bons indices de custo-beneficio com relagao
aos efeitos hipotensivos e vasodilatadores, contribuindo para o tratamento de
doencas cardiovasculares, bem como podem representar uma alternativa para o
tratamento da HAS (ERLUND et al., 2008; SHUKLA et al., 2010). Neste contexto, os
peptideos bioativos, geralmente encriptografados na estrutura primaria de proteinas
de origem de alimentos e inativos até serem liberados por hidrolise enzimatica, tem
sido alvo de estudos nesta area (ALUKO, 2015).

Il.4 Enzima Conversora de Angiotensina (ECA)

Dentre os mecanismos mais eficientes para controle da PA destaca-se o
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). Conforme afirmagao de Sanjuliani
et al. (2011), o SRAA exibe agdo mais lenta porém, mais prolongada, pois quando
ocorre a reducédo de concentracdes de sodio nos rins € no coragao — a hipoperfusao
renal e/ou hipotensao sistémica, a enzima glicoproteolitica (denominada renina) é
liberada no sangue pelas células justaglomerulares das arteriolas aferentes dos rins
a partir da pré-renina, seu precursor inativo que € constituida por 43 residuos de
aminoacidos que, apos hidrolise por enzimas tipo tripsina como a calicreina, ativa a
renina.

A renina cliva a angiotensinogénio, uma glicoproteina secretada sobretudo
pelo figado, liberando o decapeptideo angiotensina | (A-1). A enzima conversora de
angiotensina (ECA) produzida principalmente pelas células endoteliais do pulméo,
age sobre a Al excluindo dois aminoacidos da porgao carboxiterminal, liberando o
octapeptideo angiotensina Il (A-ll) com potente propriedade vasoconstritora. A
angiotensina Il age sobre o cortex da adrenal, levando a producdo de aldosterona,
que, por sua vez atua nos tubulos renais estimulando a retengdo e absorgdo de

sédio. Assim, por mecanismos osmoticos, a agua também tem sua absorgéo
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aumentada e, como consequéncia desta cascata de reacgbes, ocorre aumento da

volemia e hipertensao arterial (Figura 3).

Figura 3: Fluxograma. Sistema Renina-Angiotensina demonstrando a atuacéo da
enzima conversora da angiotensina | (ECA) no controle da hipertenséo.
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A ECA leva a diminuicdo da pressao arterial diminuindo a bradicinina,
responsavel pela liberagdo de prostaciclina e oxido nitrico nos vasos sanguineos
(PEACH, 1977; NATESH et al.,, 2003; BEUSCHLEIN, 2013). Os IECA’'s sé&o
amplamente utilizados para o tratamento da hipertensdo, insuficiéncia cardiaca,
enfarto do miocardio, nefropatia diabética e na prevencdo secundaria do acidente
vascular encefalico (Medical Research Council Working Party, 1985; GARG e
YUSSUF, 1995; HANSSON et al., 1999; HANSSON et al., 1999; FLATCHER et al.,
2000; Progress Collaborative Group, 2001; WHITE, 2007; AKIF et al., 2011).
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Estudos sugerem que a hipertensdo e o0 estresse oxidativo sao
interdependentes (ALEXANDER, 1995; KUNSCH, C. e MEDFORD, 1999). Assim
sendo, os IECA’s com propriedades antioxidantes sao considerados benéficos para
o tratamento da hipertensdo (AKIF et al., 2011). Também constatou-se que os
compostos de selénio exibem melhor comportamento antioxidante que os analogos
de enxofre (MUGESH et al., 2001; KUMAR et al., 2007), do mesmo modo que 0s
pesquisadores Cushman et al. e Ondetti et al. apresentaram em 1977 varios
analogos de selénio do captopril (SeCap), inibidor da ECA. Foi também
demonstrado que os analogos de SeCap além de inibir a atividade da ECA também
pode eliminar o oxidante peroxinitrito (ONOO") (BHUYAN e MUGESH, 2011). As
mesmas interagdes desempenham um papel importante na estabilizacdo da
interface dos analogos de ECA-lisinopril e selénio dos complexos de captopril
(NATESH et al., 2003; AKIF et al., 2011).

Em 1998, Godecke et al. asseguraram, sobre a hemodinamica coronariana na
sintase do ON endotelial em ratos nocauteados, que existe o envolvimento da via da
eNOS/ON no toénus vascular das artérias coronarias. Essa afirmacdo também é
respaldada por Souza et al. (2013) no estudo sobre o bloqueio do receptor tipo 1 da
angiotensina Il, onde os autores afirmam que, com o bloqueio restaura-se a
vasodilatagdo coronaria induzida pela angiotensina (1-7), fato comprovado em
coragoes hipertréficos de ratos.

O papel modulador da sintase endotelial do 6xido nitrico na contragdo e
relaxamento € avaliado a luz de outros estudos que também mostraram o
envolvimento do ON na contratilidade miocardica (MASSION e BALLIGAND, 2003;
ZHANG et al., 2014). Ja a ativagao da proteina quinase dependente de GMPc (PKG)
acontece por meio de um ciclo que a partir do aminoacido arginina ocorrera a
ativacdo da enzima ON sintase, formando o ON, e ativando assim, a enzima
guanililciclase para converter a guanosinatrifosfato (GTP) em guanosinamonofosfato
ciclico (GMPc) que, com a concentracdo aumentada tem efeito vasodilatador. Essa
GMPc, quando aumenta a concentragdo, ativa a PKG que abrira canais para
potassio. A ativacdo da PKG também promove o relaxamento ao abrir os canais
para potassio. Souza et al. (2013) corroboram quando afirmam que a ativacdo da
PKG pode bloquear os canais de Ca2" tipo L na membrana plasmatica do

cardiomiocito e reduzir a contratilidade ventricular.

51



Alguns peptideos contendo residuos carregados (arginina e/ou lisina),
hidrofébicos (valina, isoleucina, prolina) e principalmente aminoacidos aromaticos
(fenilalanina, tirosina) foram identificados como inibidores potentes da ECA e
agentes anti-hipertensivos (NAKAMURA et al., 1995; IWANIAK et al., 2014). Da
mesma forma, Yang et al. (2004) e Aluko (2015) também afirmaram sobre alguns
peptideos bioativos terem capacidade de modular o sistema renina-angiotensina
diminuindo a atividade da renina ou da ECA que sdo consideradas como as duas
principais enzimas que regulam a pressdo sanguinea dos mamiferos e da via de
sintase do ON. Entre eles, os peptideos com alta poténcia anti-hipertensiva foram
projetados com base na posi¢do de clivagem de aminoacidos da cadeia lateral.
Alguns deles contendo residuos carregados (arginina e/ou lisina), hidrofébicos
(valina, isoleucina, prolina) e principalmente aminoacidos aromaticos (fenilalanina,
tirosina) foram identificados como potentes inibidores da ECA e agentes anti-
hipertensivos (NAKAMURA et al., 1995; IWANIAK e DAREWICZ; 2014).

Hernandez-Ledesma e Hsieh (2013) sugeriram que a carga positiva da lisina
e arginina, como residuos da regido carboxi-terminal, deve contribuir para o
potencial inibitério desta enzima. Cian et al. (2015), ao analisarem as propriedades
antioxidantes e anti-hipertensivas de hidrolisados de gluten de trigo, mostraram
atividades anti-hipertensivas de um peptideo de massa molecular de 5,5 kDa.
Adicionalmente, Yang et al. (2011) identificaram no germe de trigo quatro peptideos
(VEV, NPPSV, QV, AMY) e um aminoacido (W) com propriedade anti-hipertensiva.

Esses peptideos anti-hipertensivos também podem aumentar a via eSON
para aumentar o nivel de 6xido nitrico dentro das paredes vasculares e promover
vasodilatagdo. Os mesmos podem bloquear as interagbes entre os receptores da
angiotensina Il (vasoconstritor) e da angiotensina, que podem contribuir para a
reducdo da pressao arterial. Uma base de dados BIOPEP de peptideos
biologicamente ativos, incluindo os inibidores da ECA, e a sequéncia de
aminoacidos esta disponivel em http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/pl/
biopep (IWANIAK et al., 2016). As plantas que fazem parte da dieta dos seres
humanos contém diversas moléculas com potencial anticarcinogénico sem efeitos
colaterais severos. Dados epidemiolégicos sugerem que o consumo regular de
plantas da familia Leguminosae a exemplo de feijdes, ervilhas e soja esta associado a
baixas taxas de incidéncia e mortalidade por cancer, notadamente contra os canceres
de mama, colon e prostata (KENNEDY, 1998).
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Assim, é importante identificar novas moléculas com potencial terapéutico
para o tratamento da hipertensdo. Neste sentido, este estudo pretendeu contribuir
para a pesquisa de novos compostos naturais (peptideos derivados do BTCI da
familia BBIl) capazes de minimizar efeitos colaterais e possibilitar opg¢des de
tratamentos menos dispendiosos para portadores de HAS a partir da analise de

parametros hemodinamicos e cardiovasculares.

[1.5 Plantas bioativas

Em 1962 Balbach ja alertava sobre homem que desde os mais remotos
tempos, ja experimentava espécies e diferentes partes dos vegetais buscando a
cura para as doengas. Segundo este autor, pesquisadores e historiadores afirmam
que esse € um costume tao antigo quanto o aparecimento do homem.

Na década de 50 surgiram diversas pesquisas como a dos radicais livres que
contribuiu para avangar nos conceitos sobre saude e doenga, onde as plantas
medicinais sdo a esséncia para uma vida saudavel (MORAIS, 2001). Esse boom
contribuiu para ressurgéncia do interesse e potencial resgate das plantas bioativas
associadas ao resgate cultural, social e econdmico. Schiedeck (2006) conceitua
como sendo plantas bioativas as espécies vegetais que tém agéo sobre outros seres
vivos, seja pelo efeito de sua presenga num espaco, ou por uso direto da extragcéo
de suas substéncias.

O interesse em conhecer e empregar as plantas na saude humana vem
sendo estimulado pela OMS que recomenda politicas publicas para o uso da
medicina complementar nos sistemas de saude. A constituigdo brasileira observa
esta orientacdo ao dispor sobre a integralidade da atengdo no Sistema Unico de
Saude (SUS), por meio da portaria 971(03/05/2206), que aprova a Politica Nacional
de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no SUS, considerando a
Fitoterapia como recurso terapéutico caracterizado pelo uso de plantas medicinais
em suas diferentes formas farmacéuticas e que tal abordagem incentiva o
desenvolvimento comunitario, a solidariedade e a participagao social.

Nesta perspectiva, cada vez mais surgem pesquisas com plantas bioativas
como a titulo de exemplo, o presente estudo que pesquisou novos compostos
naturais, peptideos derivados do BTCI, capazes de minimizar efeitos colaterais e
possibilitar op¢des de tratamentos menos dispendiosos para portadores de HAS.
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1.6 Familia de Inibidores Bowman-Birk (BBI)

Os inibidores de proteases sdo moléculas fundamentais no controle de varios
processos celulares além de constituir um mecanismo inato de defesa em plantas
protegendo-as de ataque de microrganismos e insetos. A classificagdo das
proteases é baseada em sua funcdo, especificidade, estrutura tridimensional,
comparagao dos sitios ativos e mecanismo catalitico (GRZONKA et.al., 2001;
POWERS et.al,, 2002). Em 2005, Cai et al. afirmaram ser em seis familias a
classificagado das proteases: serina, treonina, cisteina, aspartico, metaloproteases e
proteases de acido glutamico.

As proteinas inibidoras de proteinases, denominadas BBI, contém duas
regides inibitdrias, cada uma das quais é encapsulada dentro de /loop com nove
residuos ligados por ponte de dissulfeto. Em 1992, Chen et al informam que por seu
numero de residuos de aminoacidos; numero de ligagbes dissulfeto; e possuirem
dois dominios homologos e simétricos, a familia dos BBI distinguem de outras
familias. Odani e lkenaka em 1973 declararam em seus estudos que os inibidores
BBl poderiam, sem perder a atividade inibitoria ser, fracionados em duas porgdes
inibitorias.

Sobre a evolugédo convergente de proteina estdo os inibidores de proteases
com estruturas candnicas, pois, varias vezes, uma fungéo biologica semelhante foi
efetuada durante a evolugédo ao preservar a conformacdo do /loop candnico em
muitas proteinas independentes (LASKOWSKI e QASIM, 2000). Dobramentos
diferentes de estruturas inibitérias em diferentes familias s&o normalmente
encontrados em plantas como abobora e batata tipos | e Il, BBI, Kunitz tipo STI e
Rapeseed podem ser observados na figura 4 em uma adaptagao de Esteves (2010).
As familias encontradas em animais s&o: Antistatina, Ascaris, Chelonianian,
Grasshopper, Kazal e Kunitz tipo BPTIl. Ja a familia Ecotin é encontrada em
microorganismos (KROWARSCH et al., 2003).

As serinoproteases possuem um sitio ativo que € envolvido por duas algas
flexiveis em forma de bolsdo que permite o acesso de substratos ou inibidores com
formas complementares.

Figura 4: Representagdo das estruturas dos inibidores com loops candnicos e
residuos P1 destacados em vermelho. A estrutura secundaria esta colorida em azul
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(folhas-B) e verde (a-hélice). Nome da familia do inibidor em negrito e nome do
representante indicado logo abaixo.
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Fonte: KROWARSCH, D.; CIERPICKI, T.; JELEN, F.; OTLEWSKI, J. Canonical
protein inhibitors of serine proteases. Cellular Molecular Life Science. Vol. 60, p
2427-2444. 2003. Adaptagao de Esteves, 2010.

Em 1992, Bode e Huber asseguraram que formacgéo desses sitios acontece
por meio dos residuos de aspartato, serina e histidina (triade catalitica) e estao
envolvidos com a hidrélise das ligagdes peptidicas. Schecthe e Berger em 1967
demonstraram que os aminoacidos que formam a ligagao peptidica a ser hidrolisada
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por essas enzimas sdo designadas como P41 e P4, e os outros residuos que
interagem com a enzima na regido de especificidade sdo denominados como P4 e
P2 (regido N-terminal) e como P2’ e P4’ (regido C-terminal).

A caracterizagdo inicial dos BBl aconteceu em sementes de soja isoladas e
caracterizadas por Bowman em 1946 e Birk et al. em 1963. O BBI é amplamente
distribuido tanto em sementes de leguminosas (NORIOKA e IKENAKA, 1983) como
de gramineas (ODANI et.al., 1986), em cereais e em folhas e caules danificados
(ROHRMEIER e LEHLE, 1993; McGURL et. al.,, 1995; RAKWAL et. al., 2001).
Laskowski e Qasim (2000) citam que dentre os inibidores de proteases alguns dos
mais estudados sido aqueles pertencentes a familia BBI, a exemplo do inibidor
Bowman-Birk isolado da soja que é o mais estudado membro dessa familia, sendo
referenciado como “BBI classico”. A estrutura tridimensional de um BBI isolado de

soja esta disponivel figura 5 com os dois sitios reativos P1, lisina e tirosina.

Figura 5: Estrutura tridimensional de um inibidor da familia Bowman Birk isolado de
soja (PDB: 1bbi). Em magenta, os dois sitios reativos P1, lisina (a esquerda) e

tirosina (a direita).
V-f - l\\\\
L) 2 ->d

r

’

Fonte: ESTEVES, Gisele F. Resolugao da estrutura tridimensional do inibidor
triptico e quimotriptico de vigna unguiculata em complexos binario e ternario.
2010. 163 f. Tese (Doutorado em Biologia Molecular) — Instituto de Biologia,
Universidade de Brasila, Brasilia/DF. 2010.

Os BBI possuem proteinas altamente estaveis contendo de 60 a 90 residuos
de aminoacidos e com a massa molecular de 8 a 10 kDa. S&o constituidos por uma

cadeia polipeptidica com duas ou mais regides internas repetidas. Essas proteinas
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possuem como caracteristica a tendéncia a formagéo de dimeros (LASKOWSKI e
KATO 1980; BIRK, 1985; KUMAR e RAO, 2004; RAO e SURESH, 2007).

Fisiologicamente, os BBI estdo associados em suas principais fungbes com a
regulacdo de proteinas endogenas, reserva de aminoacidos sulfurados
(RICHARDSON, 1977) e defesa contra o ataque de patdgenos e insetos. No ultimo
caso, os BBI parecem atuar inibindo a atividade proteolitica das enzimas digestivas
desses organismos, interferindo em seu desenvolvimento e reprodugédo (TANAKA et.
al., 1996; POMPER MAYER et. al., 2001; TIFFIN e GAUT, 2001).

O BBI demonstrou capacidade para suprimir atividade antitumoral em células
in vitro e em sistemas modelos. Da mesma forma, em estudos realizados com
animais, a ingestdo do inibidor de protease especifico derivado da soja foi atestada
como potente efeito antiinflamatério (KENNEDY, 1993; TIKHONOVA et. al., 1994;
KENNEDY, 1998). J& Sampath e Padmanabhan (2008) expandiram o potencial da
aplicacao dos BBI para reproduzir um importante efeito inibitério na protease viral
NS3 que € essencial para a replicagdo do virus da dengue.

Joanitti et al. (2006) descrevem que o BBI, isolado de sementes de soja, é
considerado inibidor com potencial para aplicagdes na obtencdo de plantas
geneticamente modificadas e em estudos biomédicos. Xavier-Filho (1992)
acrescenta que inibidores da familia BBl sdo amplamente estudados por serem
parte do mecanismo de defesa que as plantas usam contra microrganismos e
ataque de insetos. Esses inibidores apresentam capacidade de inibigdo contra a
tripsina e/ou quimotripsina simultaneamente utilizando dois sitios ativos
independentes (LASKOWSKI e KATO, 1980; RICHARDSON, 1981; FREITAS et al.,
1999 ).

As areas, cardiovascular; inflamatéria; doencgas infecciosas e o cancer sao as
de maiores interesses para terapias com o uso de inibidores de proteases. O BBI
tem sido utilizado com resultados promissores nessas areas. Do mesmo modo, a
participagédo dos inibidores de proteases tem acontecido em estudos farmacolégicos
que objetivam a terapia das doengas neurodegenerativas. Vale dizer que o BBI
derivado da soja quando testado também mostrou resultados em estudos da
esclerose multipla (GRAN et al., 2006; TOUIL et al., 2008).

Kennedy (1998) descreve em seu estudo que os BBI de leguminosas exibem
uma extraordinaria atividade anticarcinogénica e radioprotetora. Estas afirmagdes

séo corroboradas no estudo de Dell'aica et al. (2007), que acrescentam que
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possivelmente o referido efeito anticarcinogénico pode ser resultado da inibi¢ao
proteolitica gerada pelas células modificadas que necessitam das proteases para
que ocorra metastase; angiogénese tumoral; crescimento tumoral e proliferagao.
Estudos in vivo demonstraram a capacidade dos BBl em prevenir e até mesmo
suprimir o desenvolvimento de alguns tipos histolégicos de canceres de célon,
es6fago e pulmé&o em diferentes modelos de animais que foram induzidos por
diferentes agentes carcinogénicos (LOSSO, 2008).

Ressalva-se que os pesquisadores Sweeney, H. Lee; Morris, Carl A. e
Kennedy, Ann R., por meio dos resultados obtidos com o trabalho Bowman-birk
inhibitor compositions for treatment of muscular atrophy and degenerative muscle
disease, depositaram a patente com registro na Canadian patent N°CA
2534358/2005. Esta patente foi obtida com base em uma composicdo formada por
um inibidor Bowman-Birk (BBI), ou um derivado do mesmo, que apresentaram
efeitos no tratamento e/ou prevencdo de atrofia muscular esquelética, aliviando
sintomas e/ou promovendo a lenta progressdo da degeneracdo do musculo

esquelético.

Forrest et al. (2016), relataram a existéncia de uma ligagdo fundamental entre
uma protease quimotriptica (a subtilisina), secretada pela bactéria ambiental Bacillus
subtilis, e a protease quimotripsina de mamifero. Estas proteases contribuiram para
diminuicdo dos niveis de expressdao do gene de delecdo de carcinoma
colorretal (DCC) e da proteina neogenina nas células. Os autores observaram que
estas duas serinoproteases podem regular a DCC e a expressédo de neogenina nas
células, aumentando a migragédo celular. Observaram ainda que a reversibilidade
das mudancgas na adesio e na expressao proteica seria importante para as células
que migram do tecido de origem para formar metastases em outros lugares. A
inibicdo das enzimas do tipo quimotripsina, por inibidores de Bowman-Birk de
plantas, pode explicar os efeitos protetores neste processo carcinogénico. Estes
dados mostram a eficacia dos compostos dietéticos de BBI, como inibidores da
subtilisina e da quimotripsina, o que pode levar ao aumento do seu uso como
protecéo contra o cancer (FORREST et al., 2016).

II.7 O inibidor de proteases BTCI (black-eyed pea trypsin/chymotrypsin inhibitor)

O BTCI é um inibidor de proteases da familia BBI purificado de sementes de
Vigna unguiculata (L.) que inibe simultaneamente tripsina e quimotripsina. Apresenta
massa molecular baixa (9071 kDa) (VENTURA et al., 1975; MORHY e VENTURA,
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1987). E composto por uma Unica cadeia peptidica de 83 residuos de aminodcidos
que foi determinada por Morhy e Ventura em 1987 (VENTURA e XAVIER-FILHO,
1966; VENTURA et al., 1971; MORHY et al., 1987; FREITAS et al., 1999; JOANITTI
et al., 2010). Inclui em si um residuo de triptofano, um de tirosina e trés de
fenilalanina. A estrutura nativa exibe sete (7) ligagdes dissulfeto responsaveis por
sua estabilidade e pela conformacédo candnica de loop onde estdo contidos os dois
sitios reativos desse inibidor contra proteases (FACHETTI et al., 1984; FREITAS et
al., 1997; FREITAS et al., 1999; SILVA et al., 2001; BARBOSA et al., 2007).

A inibic&do para tripsina e quimotripsina no BTCI acontece por meio dos sitios
Lisina®*-Serina®’ e Fenilalanina®-Serina®, respectivamente (FREITAS et al., 1997).
Em 1982, Mizuta et al., asseguraram que, caso haja rompimento da ligagao
dissulfeto ocorrera uma alteragdo significativa da conformac&o deste inibidor que
possui além da baixa massa molecular apresenta a superficie hidrofébica. Esse
inibidor de proteases apresenta alta estabilidade e atividades entre pH 3 a 11. Com
elevado grau de estabilidade térmica (até 95 °C) por 60 minutos o BTCI consegue
manter sua atividade de inibicdo constante perdendo apenas 4% de suas
propriedades inibitorias (SILVA et al., 2001; FREITAS et al., 1999; SILVA et al.,
2005). Estudo conformacional por dicroismo circular indicou que esta proteina néo
apresenta estrutura do tipo a-hélice, enquanto que, espectros de infravermelho
sugerem a ocorréncia de estruturas desordenadas, folhas betas antiparalelas e
grampos betas (ARAGAO e VENTURA, 1986; FREITAS e VENTURA, 1996;
BARBOSA et. al., 2007).

Por apresentar uma superficie parcialmente hidrofobica em solugdo, o BTCI,
por meio de mecanismos de associagao e dissociagdo consegue se organizar
espontaneamente em estruturas multiméricas (monémeros, dimeros, trimeros e
hexameros) em equilibrio entre si (VENTURA et al., 1981; VENTURA et al., 1984;
SILVA et al., 2005). Quanto as estruturas cristalograficas do complexo deste inibidor
com a [-tripsina e o complexo ternario com a quimotripsina e tripsina, as mesmas
foram resolvidas por Barbosa et al. (2007) e depositadas no Protein Data Bank
(codigos 2G81 e 3RU4).

As propriedades bioquimicas e biofisicas de BTCl sao largamente
caracterizadas (BARBOSA et al., 2007; VENTURA E XAVIER-FILHO, 1966), sendo
objeto de desenvolvimento biotecnolégico em varias linhas de pesquisas (Figura 6).
Brumana (2015), da equipe do Laboratério de Biofisica Estrutural, em sua
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dissertacdo assinala que tais caracteristicas fisico-quimicas podem favorecer o

potencial farmacologico do BTCI.

Figura 6: Estrutura Tridimensional do BTCI representada em bastées e do complexo
ternario BTCI com quimotripsina e tripsina, em fitas. A esquerda: Molécula de BTCI
com sitios inibidores para quimotripsina (Phe®) e para tripsina (Lys®®). A direita, o
complexo ternario do BTCI (azul) com a tripsina (rosa) e a quimotripsina (verde) (pdb
3RU4).

Fonte: OLIVEIRA, Sandriele A. Sintese e caracterizagcdo de sistemas
nanoestruturados contendo o inibidor de proteinases e peptideos derivados.
2012. 108 f. Dissertagao (Mestrado em Biologia Molecular) — Faculdade de Medicina,
Universidade de Brasilia, Brasila/DF, 2012.

A associagao do BTCI com a tripsina foi caracterizada por meio da constante
de inibicdo Ki em ordem de 10® M e por um processo endotérmico devido ao
aumento significativo da entropia. Esse processo € ocasionado pela liberagdo de
moléculas de agua que estdo localizadas na regido de contato entre as duas
proteinas (FACHETTI et. al., 1984). Quanto a ligagdo da quimotripsina ao BTCI, a
constante de inibigao Ki foi estimada na ordem de 107 M (FACHETTI et. al., 1984),
sendo um processo entropicamente favoravel (FREITAS et. al., 1999). Os autores,
utilizando de outras técnicas conseguiram caracterizar a ligagdo da tripsina e da
quimotripsina ao BTCI sendo, portanto, um processo endotérmico, espontaneo,
exergOnico e entropico.

Resultados da constante de inibigao Ki:

= BTCI contra tripsina = 0,59 +0,03 x 10° M (FACHETTI et al., 1984)
= BTCI contra quimotripsina = 1,19 £0,04 x 107 M (FACHETTI et al., 1984)
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Por outro lado, Barbosa et al. (2007), em seus estudos de microscopia de
forca atdbmica, observaram que a alga onde localiza o subdomino da atividade anti-
tripsina, gragas a sua especificidade € rigida, e a que corresponde ao sitio anti-
quimotriptico tem a flexibilidade como caracteristica, favorecendo assim na
tendéncia a autoassociacdo desse inibidor. Este inibidor de serinoproteases foi

estudado em amplos aspectos, conforme descrito a seguir.

Estudos anticancerigenos

Estudos tém demonstrado os efeitos citotoxicos induzidos por BTCI em
células de cancer da mama MCF-7 com efeitos associados a alteracbes
morfolégicas do nucleo e das mitocondrias, tornando expressivo o aumento do
nuamero de células com potencial reduzido da membrana mitocondrial (JOANITTI et
al., 2010). Portanto, o BTCI foi caracterizado por esses pesquisadores como agente
anticarcinogénico de cancer da mama.

Com intuito de observar os efeitos pleiotropicos do BTCI, Mehdad et al.
(2016) comprovaram que o BTCI induz parada mitética e morte das células no
cancer de mama invasivo. Segundo esses autores, o BTCI induziu a despolarizagéo
da membrana mitocondrial, produzindo estresse oxidativo e aumento da atividade da
caspase-3. Observaram ainda que a expressédo do gene alvo de NF-kB foi alterada
em ambas as linhas celulares de céncer da mama e também no aumento da
expressao génica observada nas células de cancer da interleucina-8 (IL-8).

Ao estudarem a citotoxicidade induzida por BTCI em células de
adenocarcinoma da mama Mehdad et al. (2016) observaram que os resultados do
ensaio MTT demonstraram um efeito citotoxico de BTCI em linhas celulares de
cancer da mama de uma maneira dependente da dose e ausente em células
epiteliais mamarias normais. Esses autores citam ainda estudo anterior em que
ratificam o BTCI com forte atividade antitumoral (testado in vitro) devido a sua
capacidade para induzir a apoptose em relagdo a diferentes células de cancer da
mama. Concluindo que o BTCI pode inibir a funcdo das células cancerosas
diretamente bloqueando a cavidade do nucleo do proteassoma 20S, e indiretamente,
por geragcdo de moléculas intermediarias responsaveis por stresse oxidativo. Ainda
afirmam que o BTCI é seguro, de baixo custo e pode ser usado como parte de uma
dieta diaria. Assim, o potencial de BTCI para terapias combinadas para o cancer da
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mama € promissor.

Conforme Chen et al (2005), Souza et al. (2014) e Mehdad et. Al (2016) o BBI
(inibidor de soja) e o BTCI foram caracterizados como potentes agentes
anticarcinogénicos, e parte desse efeito foi atribuido a inibicdo do proteassoma 20S.

Meneghetti (2018), em estudos por fluorescéncia, calorimetria e
ultracentrifugacdo  analitica, caracterizou os parametros fisico-quimicos,
termodinamicos e estruturais na formacao do complexo BTCI-proteassoma 20S
de Saccharomyces cerevisiae. A formagdo do complexo BTCI-proteassoma 20S
ocorreu com estequiometria de quatro (4) moléculas do inibidor para uma molécula

de proteassoma.
Outros estudos com BTCI

Analises computacionais das interfaces BTCI-quimotripsina e BTClI-tripsina
previamente encontradas por cristalografia de raios X (BARBOSA et al, 2007) foram
trabalhadas por Honda et al. (2018) que aplicaram dois métodos de mecanica
quantica semiempirica (SQM) corrigidos, PM6-D3H4X (REZAC e HOBZA, 2012;
STEWART, MOPAC, 2016,) e SCC-DFTB3-D3H4X (ELSTNER et al., 2001; PECINA
et al. 2018) juntamente com o tratamento implicito de solvente COSMO calculado no
nivel de PM6 (PALANISAMY et al., 2010; PECINA et al., 2016; AJANI et al., 2017)
para descrever quantitativamente a for¢ca de todas as interagdes nao covalentes na
interface dos complexos moleculares.

Usando o protocolo de “varredura de glicina virtual”, Honda et al. (2018)
identificaram caracteristicas estruturais e contribuicbes de energia de residuos de
aminoacidos nas interfaces BTClI-tripsina e BTCI-quimotripsina. Ao aplicarem o
esquema de fragmentacdo para verificar a convergéncia da energia global de
interacao, concluiram que é possivel reduzir o sistema de BTCI-quimotripsina em
2076 atomos e reduzir o sistema BTClI-tripsina em 1619 atomos (reducao até 48% e
40%, respectivamente) sem comprometer o valor da energia de ligagao na interface
dos complexos. Esses autores identificaram com sucesso em ambos os métodos
semiempiricos a importancia do residuo de aminoécido fenilalanina (Phe®®) no BTCI

e serina (Ser'®®

) na quimotripsina no processo de inibigdo como os residuos mais
importantes que contribuem para a energia de interagdo BTCl e quimotripsina

reunindo 25 kcal mol™” (ou 41% da energia total de interagdo), calculada via SCC-
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DFTB3 - Nivel D3H4X acoplado ao COSMO no nivel PM6, ou 22,3 kcal mol™ (ou
36% da energia total de interagdo. No caso do BTCl-tripsina, os métodos
semiempiricos identificaram e quantificaram o papel predominante das cadeias
laterais Lys%, Ser'® ¢ Ser187, embora a classificacdo dos aminoacidos fosse
diferente.

O coledptero Anthonomus grandis € uma praga em areas tropicais e
subtropicais. A digestdo deste coleoptero é facilitada por niveis elevados de
serinoproteases, acarretando graves danos as lavouras de algod&o ao alimentar-se
dos frutos e botdes florais e usando-os como habitat oportuno, protegendo assim
seu desenvolvimento larval endofitico totalmente isolado de inseticidas (HAYNES e
SMITH, 1992; ALVES et al., 1993). Objetivando reduzir a atividade proteolitica de
enzimas digestivas do coledptero A. grandis, os efeitos de BTCI foram analisados
por Franco et al. (2003) na fase larval e adulta. Apés o uso do BTCI, os autores
constataram inibigdo na atividade proteolitica, e nas larvas de A. grandis incubadas
com BTCl observaram modificagbes morfolégicas que impediram seu
desenvolvimento, demonstrando o potencial deste inibidor como efeito antinutricional
e controle dessa praga. Os resultados obtidos motivaram os pesquisadores a
ressaltarem que “esse potente inibidor pode também ser utilizado como importante
estratégia no desenvolvimento de plantas transgénicas resistentes ao ataque de
pragas’.

Peptidios geralmente s&o removidos da circulagao renal por meio da filtragao
glomerular e pela degradag&o tubular proximal. Considerando a estrutura do
peptideo a hidrélise ocorrera apds o contato com a membrana da borda da escova.
Para os peptideos complexos (via nao filtrante) a hidrélise ocorrera apds a
internalizagdo. A guanilina é um peptideo linear pequeno (15 residuos de
aminoacidos) e as as proteases contidas na borda da escova podem desempenhar
um papel importante no metabolismo renal de guanilina. Segundo Forte et al. (2000),
a proguanilina, a forma principal de guanilina encontrada no plasma, pode sofrer
degradacéao por proteases semelhantes a quimotripsina que se encontram presentes
nas membranas das bordas das escovas renais.

Com o objetivo de verificar se a guanilina € degradada por proteases do tipo
quimotripsina presentes nas bordas das escovas nas membranas renais, Carvalho et
al. (2008) administraram doses de BTCI e peptideo guanilina em rim isolado de rato
perfundido (Wistar-Kyoto adultos de ambos os sexos) pesando 250-300 g. Ficou
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demonstrado nos resultados desse estudo que a presenga do inibidor (BTCI)
intensificou e prolongou a natriurese induzida por gualinina por meio de um grande
aumento no fluxo de urina, excrecdo de Na’ e taxa de filtragdo glomerular.
Observou-se ainda que os ensaios de perfusdo revelaram o efeito natriurético do
BTCI mesmo com a auséncia da guanilina. Ou seja, o BTCI aumenta a natirurese
induzida por guanilina e promove efeitos renais glomerulares e tubulares. Mesmo
nao conhecendo as vias de acdo do BTCI no metabolismo renal, esses
pesquisadores afirmaram ser possivel que esse inibidor promova a protecdo de
peptideos envolvidos na regulacdo da homeostase, levando a crer, conforme outros
autores, no potencial do BTCI no desenho de novas drogas para hipertensao.

Além disso, a infusdo intravenosa de BTCI mostrou um efeito protetor sobre a
bradicinina em relagdo a clivagem de proteases de serina no plasma, bem como
vasodilatagao aértica renal aumentada induzida por bradicinina. Equivale mencionar
que o complexo BTCI-Bradicinina induziu a contragdo do musculo liso induzida pela
bradicinina de maneira responsiva a concentragcado (ALVARES et al., 2014).

Levando-se em conta os amplos beneficios dos inibidores de Bowman-Birk
(CARVALHO et al., 2008; CLEMENTE et al., 2012; SAFAVI, 2012; ALVARES et al.,
2014; CLEMENTE e ARQUES MDEL, 2014) a saude a exemplo das vantagens dos
peptideos bioativos de plantas na biodistribuicdo e a liberacdo de farmaco, o
presente estudo investigou os efeitos do inibidor BTCl e os seus peptideos
derivados na pressdo sanguinea utilizando ratos normotensos e espontaneamente

hipertensos.

II.8 Peptidios derivados do BTCI reativos contra tripsina (PepTry - Ly326) e
quimotripsina (PepChy - Phe®®)

Os peptideos derivados do BTCI sédo provenientes a partir dos residuos de
aminoacidos que formam as algas 3, sendo que, cada um, apresenta nove residuos
de aminoacidos. A alga que apresenta o residuo Lys26 € responsavel por interagir e
inibir a tripsina e a alca que apresenta o residuo Phe>® é responsavel pela interacédo
e inibicdo de quimotripsina. Os peptideos que apresentam os residuos Lys®® e Phe®
séo denominados PepTry e PepChy, respectivamente (Figura 7) (FREITAS et al.,
1997; BARBOSA et al., 2007), e sao estabilizados por uma ligagao dissulfeto.
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Figura 7: Modelo computacional do BTCI destacando os sitios ativos da molécula
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Fonte: FREITAS, S. M.; MELLO, L. V.; SILVA, M. C; VRIEND, G.; NESHICH, G,
VENTURA, M. M. Analysis of the black-eyed pea trypsin and chymotrypsin inhibitor-
alpha-chymotrypsin complex. FEBS Letters. Vol. 409, p 121-127. 1997.

Mesmo com medicamentos anti-hipertensivos podendo causar efeitos
colaterais adversos que contribuem para diminuir a eficacia do tratamento
medicamentoso, e com o aumento do interesse em desenvolver produtos naturais e
alimentares com efeitos colaterais mais baixos que os anti-hipertensivos, Law et al.
(2009) relatam que, atualmente, drogas para pressao arterial, como tiazidas,
bloqueadores B, inibidores da enzima de conversdo da angiotensina, antagonistas
dos receptores da angiotensina e bloqueadores dos canais de calcio, tém sido
utilizados no controle da pressao arterial, a fim de prevenir ataques cardiacos e
derrames. No entanto, autores como Yang et al., (2004), Chen et al., (2009) e Aluko
(2008) afirmam que tem sido amplamente explorado os peptideos bioativos de
plantas ou até mesmo peptideos sintéticos de potencial biotecnolégico, do ponto de
vista nutracéutico e farmacologico, especialmente aqueles utilizados no tratamento
da hipertenséo.

Sabe-se que os peptideos ciclicos curtos que retém o motivo de nove
residuos com ponte de dissulfeto tem atividade inibidora e podem ser utilizados
como modelos da proteina inibidora natural. Dois fatores sdo importantes para
determinar a eficacia de tais peptideos inibidores: o valor da constante de inibicao e
a taxa a que o peptideo inibidor é hidrolisado pela proteinase (NISHINO et al., 1975;
GARIANI e LEATHERBARROW, 1997).
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A distancia entre os sitios reativos (32,5 A) permite que a inibicdo as
serinoproteases seja simultanea (Figura 8). A formagao desse complexo binario
(PepTry e PepChy) ndo provoca alteragdo conformacional no restante da molécula
de BTCI (BARBOSA et al., 2007).

Figura 8: BTCI (em verde; fita-B numeradas) em complexo com a tripsina (rosa) e a
quimotripsina (ciano) em pH 7,5. Em preto a distancia entre a Lisina® (azul) e
Fenilalanina®® (laranja).

Fonte: ESTEVES, Gisele F. Resolugao da estrutura tridimensional do inibidor
triptico e quimotriptico de Vigna unguiculata em complexos binario e ternario.
2010. 163 f. Tese (Doutorado em Biologia Molecular) — Instituto de Biologia,
Universidade de Brasila, Brasilia/DF. 2010.

Importantes avancos foram alcancados na identificacdo de compostos
dietéticos que podem contribuir para a saude cardiovascular. Entre esses
compostos, os peptideos com propriedades anti-hipertensivas receberam atengao
especial nos ultimos anos, sendo que, a maioria desses peptideos, a exemplo dos
derivados de alimentos tiveram suas propriedades demonstradas por meio de
ensaios in vitro e in vivo (em modelos animais e humanos) de suas atividades na
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reducdo da pressao arterial, seu mecanismo de acdo e a biodisponibilidade dos
mesmos (MARTINEZ-MAQUEDA et al. 2012; KOYAMA, M. et al., 2013). E autores
como McBride et al. (2002) observam que sdo encontrados na literatura diversos
exemplos de peptideos derivados de inibidores de serinoproteases da familia BBI
que preservam fungéo inibitoria e estrutura semelhante a molécula de origem.

Com objetivo analisar os efeitos de proteases da familia BBI (BTCI) e de seus
peptideos sintéticos derivados em células de cancer de mama (MCF-7), in vitro,
Joanitti (2008) obteve resultados com os peptideos derivados do BTCI
demonstrando que estes conservam a capacidade inibitéria em relagdo as enzimas
tripsina e quimotripsina, e também os efeitos anticarcinogénicos do inibidor contra
células de cancer de mama MCF-7. Em outro estudo, como inibidor natural, esses
peptideos derivados demonstraram a capacidade de inibir o proteassoma, o que
indicaria uma atuagdo dos mesmos no ciclo celular (SOUZA, 2010).

Em 2009, Pinheiro desenvolveu estudo computacional para analisar a
interacao desses peptideos visando compreender como essas moléculas protéicas
podem particionar na membrana e a sua dependéncia das propriedades fisico-
quimica do sistema. Em ambos os casos, 0 passo limitante para o processo de
insergao é a transposicao dos peptideos pela regido da cabega polar (Figura 9). Os
resultados obtidos indicaram que as moléculas predominantemente hidrofilicas
tendem a se associarem fortemente a regido interfacial agual/lipidio, ja as
hidrofébicas tendem a se estabilizarem no centro da bicamada. O autor entdo
concluiu que ha uma grande influéncia das propriedades fisico-quimicas de cada
uma das moléculas protéicas no modo como os peptideos se inserem na membrana.
Observou ainda que esse transporte ocorre na auséncia de barreira energética e
independente de receptores ou carreadores de membrana, agindo de forma
semelhante aos peptideos conhecidos com peptideos que penetram nas células
(CPP) (em inglés, Cell-penetrating Peptides).

Esse conhecimento é importante para a engenharia biotecnolégica, tendo em
vista a obtencdo de propriedades desejaveis para o transporte de moléculas
especificas. Nessas propriedades incluem: maior estabilizacdo dessas moléculas no
interior da membrana; aumento de velocidade da insercdo e estabilizacdo de
agregados, reforcando que seria de grande proveito para o desenvolvimento de
veiculos para entrega de drogas no interior da célula (PINHEIRO, 2009). Por serem

pequenas sequéncias, e por meio de motivos ricos em residuos carregados
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positivamente, os peptideos conseguem rapidamente se translocar por intermédio

da membrana celular, tanto in vitro quanto in vivo (LINDSAY, 2002).

Figura 9. Estrutura tridimensional dos peptideos utilizados nas simulagdes. Os
residuos estdo coloridos de acordo com a polaridade e natureza quimica: Azul:
carregado positivamente; Verde: polares; Brancos: hidrofébicos; Amarelo: ligagéo
dissulfeto. Note a estrutura ciclica em forma de um anel de ambos os peptideos. A:
peptideo hidrofilico e carregado, Pep-1. B: peptideo hidrofébico, Pep-2.

Fonte: PINHEIRO, Cristiano G. A. Interag6es moleculares de peptideos com
membranas fosfolipidicas. 2009. 71 f. Dissertagdo (Mestrado em Biologia
Molecular) — Instituto de Biologia. Universidade de Brasilia, Brasilia/DF, 2009.

Nesta pesquisa, os peptideos ciclicos sintéticos denominados PepChy e
PepTry foram projetados para conter a mesma sequéncia de aminoacidos dos dois
sitios reativos presentes na estrutura tridimensional do BTClI (BARBOSA et al.,
2007). Enfatizando que os mesmos locais reativos do BTCl (K26 e F53)
responsaveis pela inibigdo da tripsina e quimotripsina, respectivamente, e também
das proteases do tipo tripsina e quimotripsina. Recentemente, em sua tese,
Fernandes (2019) teve como um dos objetivos a resolugdo da estrutura
tridimensional do PepTry em complexo com tripsina, sendo resolvida com resolugéo
de 1,15 A (codigo PDB 6EAT). Similar ao BTCI (cédigo PDB 2G81) (BARBOSA et
al., 2007), esse complexo é formado principalmente por interagbes eletrostaticas
envolvendo o local reativo a lisina do PepTry.

O nosso estudo € o primeiro a relatar uma pesquisa sobre o PepChy e a
explorar novas atividades do PepTry. Descreve a influéncia dos inibidores de

protease do BBI no controle da pressé&o arterial. Além disso, o PepTry e o PepChy
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sdo moléculas novas que apresentam, assim como os peptideos de dominios
funcionais, propriedades semelhantes as proteinas parentais, como BTCI. Essa
novidade por si sO representa uma abordagem interessante para obter moléculas
menores e funcionais. No entanto, esse trabalho apresenta trés novas moléculas
que agem regulando a pressdo sanguinea e poderiam ser estudadas ainda mais por
seus mecanismos de acdo e no desenvolvimento futuro de medicamentos. Vale
ressaltar que os peptideos ciclicos também foram escolhidos com base em nossos
estudos anteriores, nos quais o BTCI foi caracterizado como:

» |Intensificador da natriurese induzida por guanilina, inibindo sua degradacgéo
por proteases do tipo quimotripsina em rim isolado de rato (Carvalho et al.,
2008);

= Agente anticarcinogénico em células de cancer de mama, inibindo as
proteases do proteassoma 20S do tipo tripsina, quimotripsina e caspase, nas
células invasivas do cancer de mama MDA-MB-231 e ceélulas do cancer de
mama MCF-7, além de apresentar nenhum efeito nas células epiteliais
mamarias do MCF-10A (JOANITTI et al., 2010; MEHDAD et al., 2016);

» Potencial agente anti-hipertensivo pelos efeitos hemodindmicos e
cardiovasculares e sua acao protetora na degradacédo proteolitica da
bradicinina e peptideos derivados em ratos Wistar, via administracao
intravenosa, atribuidos a sua capacidade de inibir as proteases do tipo tripsina
e quimotripsina (ALVARES et al., 2014).

Além disso, existem amplos beneficios e vantagens no uso de peptideos
bioativos de plantas e peptideos sintéticos, como distribuicdo bioldgica,
administragdo de medicamentos, baixos efeitos colaterais e geralmente apresentam
alta especificidade e atividade de amplo espectro. Esses peptideos (PepTry e
PepChy) foram capazes de inibir as proteases com menos afinidade que o BTCI
como indicado pelas constantes de inibigéo, Ki:

= BTCI contra tripsina = 0,59 +0,03 x 10% M (FACHETTI et al., 1984)

= BTCI contra quimotripsina = 1,19 £0,04 x 107" M (FACHETTI et al., 1984)
=  PepTry contra tripsina = 1,19 £0,04 x 107" M (FREITAS et al., 1999)

= PepChy contra quimotripsina = 1,21 +0,26 x 10 M (FREITAS et al., 1999)
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Na presenca de BTCI e seus peptideos, observa-se um declinio gradual nas
atividades das proteases. O BTCI com aproximadamente 6 uM e 40 uM inibe as
proteases tripsina e quimotripsina, respectivamente, 10 vezes mais que PepTry (60
MM) e PepChy (400 pM). Comparativamente, a menor afinidade dos peptideos pode
ser devida a falta de regides estruturais, como as que estabilizam toda a interface do
complexo BTCl-protease. Isso esta de acordo com dados relatados anteriormente,
nos quais, peptideos ciclicos da familia BBI com residuos de aminoacidos adicionais
apos a ligacao dissulfeto apresentam uma atividade inibitdéria mais alta contra as
proteases (NISHINO et al., 1975; GARIANI e LEATHERBARROW,1997).

Quanto a absorgéo intestinal dos peptidios por gavagem pelos animais, a
literatura descreve que a membrana intestinal € capaz de absorver aminoacidos, di-
ou tri-peptideos. De fato, varios estudos sugeriram que peptideos bioativos da dieta,
além de possivelmente os peptideos grandes (~ 6-20kDa), poderem acessar os
tecidos da corrente sanguinea e o sistema portal hepatico apés administragédo oral
por enterocitos (BLOCH et al.,, 1988; GARDNER, 1988; MINER-WILLIAMS et al.,
2014; SHEN e MATSUI, 2017; ZIV e BENDAYAN, 2000).

Projetos associados a esses peptideos visando aplicagdes biotecnoldgicas
precisam ser ampliados para investigar, juntamente com as moléculas de interesse,
o PepTry e o PepChy, aumentando a eficiéncia do transporte intracelular
(SCHWARCZE et al., 2000) e como consequéncia, favorecendo a entrega em tecidos
alvos, ou até mesmo verificar o efeito cardiovascular em modelos de hipertensao.
Neste sentido, este trabalho consistiu em analisar o efeito cardiovascular e
hipotensor do BTCI e de peptideos derivados na presenca de serinoproteases, e foi
desenvolvido usando os laboratérios de Biofisica Estrutural (UnB); Centro de
Neurociéncias e Fisiologia Cardiovascular (UFG) e Laboratério Integrado de
Fisiopatologia Cardiovascular e Neurolégica (UFG).
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Il JUSTIFICATIVA

O mecanismo de agado dos inibidores de serinoproteases é alvo de varias
investigacdes cientificas. Também ja foram resolvidas as estruturas tridimensionais
de alguns inibidores da familia Bowman-Birk tanto em forma livre (WERNER e
WEMMER, 1992; SUZUKI et. al.,, 1993; CATALANO et. al., 2003) como em
complexo com a tripsina (PARK et. al., 2004, BARBOSA et. al., 2007). Ja foi
comprovado potencial anticarcinogénico de um dos inibidores da familia BBI, o BTCl,
que apresentou efeitos citostaticos e citotdbxicos em linhagem carcinogénica,
associados a inducdo de apoptose e da permeabilizagdo da membrana de
lisossomos em células de cancer de mama (JOANITTI et al., 2010).

O BTCI é uma molécula com grande potencial de aplicagao biotecnoldgica:
sua atividade ja foi comprovada por Honda et al. (2018) em andlises computacionais
das interfaces BTCI-quimotripsina e BTClI-tripsina. Além do mais, o BTCI foi
caracterizado por Alvares et al. (2014) como potencializador do efeito hipotensor de
bradicininas e analogos, bem como apresentou propriedades cardiovasculares
quando testado in vivo em ratos por meio de infus&o intravenosa.

Com o aumento do interesse em desenvolver compostos naturais e
alimentares que possam servir como alternativas para a terapia da hipertensdo com
menores efeitos colaterais do que os anti-hipertensivos (CHEN et al., 2009; MANSO
et al., 2015) os pesquisadores estdo aumentando cada vez mais o interesse em
explorarem amplamente os peptideos vegetais bioativos ou peptideos sintéticos de
potencial biotecnolégico do ponto de vista nutracéutico e farmacoldgico,
especialmente naqueles utilizados no tratamento da hipertensao (YANG et al., 2004;
ALUKO, 2008; CHEN et al.,, 2009). O uso dos peptideos derivados do BTCI
apresentam diversas vantagens em varios tipos de aplicagdes tecnolégicas como a
facilidade de sintese; a obtengdo em grandes quantidades; baixos custos; facilidade
de entrega nos tecidos alvos; aumento da eficiéncia no transporte, dentre outros.

Resultados recentes com peptideos derivados do inibidor de serinoproteases
BTCI mostraram que estes conservam a capacidade inibitéria em relagdo as
enzimas tripsina e quimotripsina, e também os efeitos anticarcinogénicos do inibidor
contra células de cancer de mama MCF-7 (JOANITTI, 2008). Em outro estudo, como

inibidor natural, observou-se que o0s peptideos derivados demonstraram a
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capacidade de inibir o proteassoma, o que indicaria uma atuacao destes peptideos
no ciclo celular (SOUZA, 2014).

O BTCI e seus peptideos derivados, administrados por gavagem, podem
sofrer a acdo das enzimas digestivas provenientes dos sucos gastrico, entérico e
pancreatico. Dessa forma, podem ser absorvidos na segunda porgdo do duodeno,
local em que atravessam as microvilosidades do revestimento entérico e alcangam
os capilares sanguineos.

Este inibidor, o BTCI, é alvo de estudos biofisicos estruturais ha mais de 40
anos no Laboratério de Biofisica Estrutural da Universidade de Brasilia. Estudos
esses iniciados pelo saudoso Prof. Matheus Ventura e hoje conduzidos e
supervisionados pela Profa. Dra. Sonia Maria de Freitas. Este estudo faz parte de
uma linha de pesquisa multidisciplinar coordenada pela Profa. Dra. Sonia Maria de
Freitas. Os dados aqui obtidos, em conjunto com outras caracteristicas fisico-
quimicas e estruturais, determinadas com o desenvolvimento de pesquisas do grupo
de Biofisica estrutural, foram essenciais para caracterizagao funcional do BTCI.

Este inibidor (BTCI) foi caracterizado funcionalmente em trés areas
especificas, tais como, agente anticarcinogénico de cancer da mama; atividade
antitumoral devido a sua capacidade de induzir a apoptose em relagao a diferentes
células de cancer da mama; capacidade de inibir o proteassoma 20S (MEHDAD et
al., 2016);formacao do complexo BTCIl-proteassoma 20S com uma estequiometria
de quatro (4) moléculas de inibidor para cada proteassoma (MENEGHETTI,
2018); agentes defensivos contra ataque de predadores em plantas (FRANCO et al.,
2003); potencial de promover a protegdo de peptideos envolvidos na regulacao da
homeostase (CARVALHO et al., 2008); efeito protetor sobre a bradicinina em relagao
a clivagem de serinoproteases no plasma, bem como vasodilatagdo aortica renal
aumentada induzida por bradicinina (ALVARES et al., 2014).

Varios peptideos derivados de alimentos, denominados de peptideos
bioativos, apresentaram atividade na reducdo da pressdo arterial em modelos
animais e humanos (MARTINEZ-MAQUEDA et al. 2012; KOYAMA, M. et al., 2013;
NAKAMURA et al., 1995; IWANIAK e DAREWICZ; 2014). Os peptideos derivados
do BTCI apresentaram efeitos anticarcinogénicos contra células de cancer de mama
MCF-7 (JOANITTI, 2008) e capacidade de inibir o proteassoma, indicando agao dos

mesmos no ciclo celular (SOUZA, 2010).
Em estudos prévios, a acdo hipotensora do BTCI| e de derivados de

bradicinina foi avaliada e demonstrada mediante administragédo intravenosa. Visando
avaliar a agdo destas moléculas em microambiente gastrointestinal, submetendo-as
a enzima digestivas e outras agbes digestorias, no presente estudo, a acéo
cardiovascular e hipotensora do BTCI| e seus peptideos derivados foi avaliada
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mediante a administragdo por gavagem. O método de gavagem representa a
possibilidade de, no futuro, o BTCl e seus peptideos serem testados por
administragdo oral em ensaios pré-clinicos, como a maioria dos antiipertensivos

comercializados na atualidade.
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IV OBJETIVOS

IV.1 Objetivo Geral

Avaliar a acéo fisioldgica hipotensora e cardiovascular do BTCI e peptideos
derivados em sistemas ex vivo e in vivo em ratos normotensos e espontaneamente

hipertensos.

IV.2 Objetivos Especificos

Purificar o BTCI de sementes de V. unguiculata e andlise da sua pureza.

2. Avaliar em ensaios in vivo a agdo do BTCI, PepTry e PepChy em ratos
normotensos e espontaneamente hipertensos, a partir dos parametros
hemodinamicos e cardiovascular.

3. Determinar a acao inibitoria do BTCI e peptideos derivados contra a enzima
conversora de angiotensina (ECA).

4. Estimar quantitativamente a afinidade dos inibidores para enzimas tripsina e
quimotripsina, por meio das constantes de inibicdo, Ki e a ECA por meio dos
valores de ICsp.

5. Avaliar a interface de interagcdo com os peptideos com a ECA por docking
molecular.

6. Analisar os efeitos do BTCI e do PepChy na contratilidade ventricular esquerda

e na vasodilatac&do coronariana.
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V MATERIAIS E METODOS

O fluxograma para obtencao do BTCI e seus peptideos derivados em conjunto com
as estratégias experimentais se encontram na figura 10.

Figura 10: Fluxograma. Obtengdo das biomoléculas BTCl e seus peptideos
derivados (PepChy e PepTry) e estratégias experimentais.
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V.1 Purificagdo do BTCI

Para obtencdo do BTCI usou-se sementes de feijao de corda organico da
espécie Vigna unguiculata que foram coletadas na Estagao de Biologia Experimental
da Universidade de Brasilia, secadas e trituradas até completa formagao de po.

De acordo com protocolo preestabelecido no laboratério de Biofisica
Estrutural-UnB utilizou-se quinhentos gramas do feijao para extragdo das proteinas.
Para incubagcdo desse material usou-se 2 L de agua destilada e 200 mM de
fenilmetanosulfonilfluorido-PMSF (inibidor de protease sintético) por 12 horas a 4 °C,
seguido da precipitacdo das proteinas com TCA (acido tricloroacético PA —
C2HCCI30,) (Sigma Aldrich, USA) a 2,5% (v/v), e com sulfato de aménio ((NH4)2S04)
50% (m/v). O material foi centrifugado a 8.000g por 40 minutos a 4 °C. O precipitado
foi dissolvido e dialisado contra agua destilada. O BTCI foi purificado por
cromatografia de troca idnica utilizando resina DEAE-celulose, previamente ativada.
O BTCI foi eluido utilizando tampao fosfato 10 mM, pH 7,3 e gradiente linear de
Cloreto de Sdédio (NaCl) (0 a 800 mM). As fragbes correspondentes ao pico de
extracdo do BTCI foram dialisadas e liofilizadas.

A analise da pureza e a identificagcdo da massa molecular dos componentes
moleculares obtidos das purificagdes foram analisadas em um espectrometro de
massa MALDI-TOF/TOF UltraFlex Il sob controle do programa computacional Flex
Control 3.3 (Bruker Daltonics, ALE). A amostra foi dissolvida em agua ultrapura (10-
20 pL). Utilizando parafilme como suporte para as gotas de cada mistura, 1,0 L de
cada amostra foi misturado em 3 pL em uma solugcdo de matriz saturada de acido a-
cyano-4- hidroxicinamico contendo 5 mg de acido a-cyano-4-hidroxicindmico, 200 yL
de agua ultrapura, 250 uL de acetonitrila e 50 yL de acido trifluoroacético). Um uL da
mistura foi depositado em triplicata em uma placa de MTP AnchorChip 600/384.
Apos a secagem completa das amostras a temperatura ambiente, as analises por
meio de espectrometria de massa foram realizadas.

Os espectros foram adquiridos a partir de 200 disparos de laser tipo Smart
Beam a frequéncia de 100 Hz em modo linear e positivo. Para essas analises foi
realizada calibracdo externa com uma mistura padrdo de proteinas em uma faixa
m/z 700 a 4000 e 4000 a 20000. Essas faixas de massas moleculares dos

calibrantes compreendem as massas moleculares nominais dos componentes das
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amostras de interesse conforme relatado anteriormente (VENTURA e XAVIER,
1966; VENTURA e MORHY, 1975; MORHY e VENTURA, 1987).

Para quantificar o BTCI usou-se da concentragao (C) do BTCI em solugéo,
utilizou-se o espectrofotbmetro Biochrom Libra S 12 (Biochrom Libra Instruments,
EUA) em 280 nM e da equagédo (1) descrita abaixo. Sendo o valor da absorbancia

(o)
(A) de 1% de BTCI a 280 nm (A °) & 8,23:

Equacao (1)
Azgonm . 10

A1%

280 nm

A purificagao de BTCI de sementes de V. unguiculata, apdés o processo de
sintese e a analise de sua pureza foram realizadas antes dos ensaios in vivo e ex

Vivo.

V.2 Purificagdo dos peptideos, PepTry e PepChy, derivados do BTCI

O PepTry (CTKSIPPQC-OH; SS em Cys 1-9) e o PepChy (CTFSIPAQC-OH,;
SS em Cys 1-9) foram adquiridos da AminoTech Research and Development (Sao
Paulo, SP, Brasil), os quais foram sintetizados por método de fase sélida padrao
usando a estratégia FMOC (Figura 11) (FIELDS e NOBLE, 1990; BARANY e
MERRIFIELD, 1995). A purificagdo dos mesmos, apdés 0 processo de sintese e a
analise de sua pureza foram realizadas antes dos ensaios in vivo e ex vivo.

A sintese foi realizada através de etapas de desprotecdo do grupo FMOC
utilizando 20% (v/v) de 4-metilpiperidina em dimetilformamida (DMF). A ligagao
peptidica foi formada usando 2-(1H-Benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyaminium
tetrafluoroborate (TBTU) em 4-metilpiperidina em dimetilformamida (DMF) a
temperatura ambiente. O peptideo completo ligado a resina foi obtido apos
sucessivos ciclos de remocdo dos grupos FMOC e acoplamento com os
aminoacidos subsequentes (KAISER et al., 1970). O peptideo foi clivado da resina
em 92,5% (v/v) de acido trifluoroacético (TFA), 2,5% (v/v) de thioanisole, 2,5% (v/v)
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de 1,2-ethanedithiol, 2,5% (v/v). O peptideo foi precipitado usando diisopropiléter (-
20 °C) e coletado por filtragao, solubilizado usando 50% (v/v) de acetonitrila (ACN) e
depois liofilizado. A formacdo de ligagdes dissulfeto foi conseguida em solugao

diluida tamponada, ajustada com NH,OH ao pH 8.

Figura 11: Fluxograma. Esquema de sintese em fase solida de peptideos, segundo
estratégia Fmoc.
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RESENDE, Jarbas Magalhdes. Estudos estruturais e das interagbes com
membranas de peptideos antimicrobianos por RMN em solugao e em fase
sodlida. Analise conformacional e calculos ab-initio de tensores de blindagem.
2008. 179 f. Tese (Doutorado em Ciéncias — Quimica) - Instituto de Ciéncias Exatas,
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte/MG 2008.
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Os peptideos foram sintetizados quimicamente e purificados por
cromatografia eluida de alta eficiéncia semi-preparada (do inglés reversed phase
high performance liquid chromatography — RP-HPLC) (Classe LC-20A da Shimadzu
Corp., Kyoto, Jap&o), utilizando coluna com semi-preparativo C18 Shim-pak VP-ODS
(5 pm, 4,6 x 250 mm) (Shimadzu Corp., Kyoto, Japao) com um gradiente linear (5% -
45%) de ACN. A coluna foi lavada com 95% de acetonitrila - ACN e 0,1% de acido
trifluoroacético - TFA e equilibrada com 5% de ACN e 0,1% de TFA. Extrato de
peptideo bruto foi aplicado em coluna submetida a um gradiente linear (5 a 95%) de
ACN durante 90 minutos a uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min. O perfil cromatografico
foi seguido pela leitura da absorbancia a 220 nM.

A pureza e a massa molecular dos peptideos foram analisadas por
espectrometria de massa por ionizagao por electrospray (ESI-MS) num sistema
LCMS-2020 (Shimadzu Corp., Kyoto, Japdo) sob modo refletor positivo com
calibracdo externa. Os intervalos de massa molecular dos calibradores
compreendem as massas moleculares dos peptideos de cerca de 950 Da. Ja a
quantificacdo dos peptideos hipotensores purificados foi estimada utilizando
absorbancia a 205 nM, 215 nM e 225 nM e conforme o método de Murphy e Kies

(1960), como se segue nas equagdes 2, 3 e 4:

Equacao (2)
C (ug/mL) = (X +Y) . fator de diluicéo
2
Sendo que,
Equacao (3)
X = (A215n0m — A225nm) - 144
Equacao (4)

Y = Azosnm - 31)

V.3 Ensaios contra tripsina e quimotripsina
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As atividades inibitorias do BTCI, PepTry e PepChy, contra as atividades de
tripsina e quimotripsina foram avaliadas utilizando os substratos Na-benzoil-DL-
arginina-p-nitroanilida (BAPNA) e n-glutaril-L-fenilalanina-p-nitroanilida (GPNA),
respectivamente, (Sigma) (ERLANGER et al., 1961). Os ensaios enzimaticos foram
realizados em Tris-HCI 50 mM, CaCl, 20 mM, pH 7,6 para quimotripsina ou pH 8,2
para tripsina. Foram incubados 40 yL de BTCI e PepTry (0 a 20 uM), e BTCI e
PepChy (0 a 50 yM) com 40 pL de tripsina e quimotripsina, respectivamente, em
uma placa de 96 pogos a temperatura ambiente por 15 minutos. Entdo, 200 M de
BAPNA (0,064 mg/M) ou GPNA (0,8 mg/mL) foram adicionados. A reacgéo foi
interrompida pela adigdo de 30 uL de acido acético a 30%. A hidrélise enzimatica do
substrato foi avaliada registrando a absorvéncia a 410 nM. Na presenca dos
inibidores, as atividades residuais das enzimas foram estimadas considerando a
atividade enzimatica livre como sendo 100%. Sabe-se que a constante de ionizagao
usada para calcular a quantidade da concentragao molar (mol/L) dos ions presentes
em uma solugao preparada por intermédio da dissolu¢do de um composto ibnico em
agua. As constantes de inibicdo dos complexos enzima-inibidor, Ki, foram calculadas
a partir das curvas de inibicdo ajustadas (MORRISON, 1982) utilizando o programa
GRAFIT verséao 3 (Erithacus Software, Horley, Surrey, Reino Unido).

V.4 Ensaio de inibigdo da Enzima Conversora da Angiotensina (ECA)

As atividades inibitérias dos peptideos PepTry/PepChy e do BTCI contra a
ECA foram realizadas utilizando-se o substrato sintético hipuril-L-histidil-L-leucina
(HHL) (HAYAKARI et al., 1978). De modo conciso, a solugdo estoque da ECA foi
obtida a partir do substrato de pulméao de coelho em tampao de fosfato de sddio 10
mM em pH 8,3, e as solugdes de estoque de BTCI e peptideos (m/v) foram
preparadas em agua MilliQ. A concentragcdo do BTCI foi estimada a partir da
absorbancia espectrofotométrica a 280 nM com base em A% = 8,23 (equacéo 1).

A concentragao de PepTry e PepChy foi estimada de acordo com a equagao
2. Considerou-se a cubeta de 1 cm de trajeto dptico e £=5253 M cm™. O BTCl e os
peptideos foram diluidos em 10 mM de tampao de fosfato de sédio com pH 8.3 para
obter a concentragdo variando entre 0 e 600 uM. Foram pré-incubadas 10 yL de
solugcdes peptidicas com 10 uyL de ECA contendo 0,5 M de NaCl a 37 °C por 10

minutos. A mistura foi entdo incubada com 10 yL do substrato de pulmao de coelho
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contendo 12,5 mM de HHL em 10 mM de tampao fosfato de sédio com pH 8,3 e 300
mM de NaCl a 37 °C durante 45 minutos.

A reagao enzimatica foi concluida adicionando uma mistura contendo 550 pL
de fosfato de sddio — 100 mM com pH 8.3, e 332,5 L de trinitrato de glicerina (TT) a
3% (m/v) (em dioxano). A mistura foi incubada durante 5 minutos a temperatura
ambiente e depois centrifugado a 1000 g durante 10 minutos a 4 °C. Os valores de
absorbancia dos sobrenadantes contendo acido hipurico liberado de HHL foram
registados a 382 nM utilizando o Espectrofotdmetro Jasco V-530 (Jasco Analytical
Instruments, Toquio, Japao).

Para obter os dados quantitativos de cada inibidor testado foi usada nesse
ensaio a concentragdo inibitéria maxima (ICsp) que induz uma resposta na metade
entre a taxa inicial e a maxima apos um tempo especificado. Os valores de I1Csy para
peptideos e BTCI foram entdo calculados ajustando os dados numa regressao nao
linear a partir de um grafico da atividade residual da ECA (%) versus concentragao
de inibidores (BTCI, PepTry e PepChy) (uM), utilizando o software Origin (OriginLab
Corporation, EUA). O controle foi preparado contendo apenas o substrato sem

solugao enzimatica. O ensaio foi realizado em triplicata.

V.5 Interacdes de peptideos com a ECA por procedimento de docking

A ligacdo dos peptideos ao sitio ativo da ECA foi realizada utilizando o
Algoritimo Evolutivo para Acoplamento (EADock) (GROSDIDIER et al., 2007), um
algoritimo evolucionario hibrido com duas fungbdes de adequacéo, em interface com
o pacote CHARMM para calculos de energia e manipulagdo de coordenadas. As
coordenadas tridimensionais da proteina alvo (ECA) (NATESH et al. 2003 - pdb code
108A) e ligantes, PepTry e PepChy, derivados da estrutura de BTCI (Barbosa et al.
(2007) - pdb code 3RU4), foram consideradas para o procedimento de docking.

As coordenadas tridimensionais dos ligantes foram preparadas usando o
programa Pymol (DeLano Scientific LLC) e convertidas em um formato de arquivo
MOL2 com todos os hidrogénios usando o programa OpenBabelGUI (O'BOYLE et
al., 2011) versao 2.4.1. O melhor modelo foi classificado de acordo com a posi¢cao
dos ligantes mais proximos ao sitio ativo da ECA, bem como os escores de
ancoragem (FullFitness) e os valores estimados de energia livre de Gibbs mais
favoraveis para o processo de ligagao do peptideo ECA.

81



V.6 Ensaios in vivo da atividade hemodindmica e cardiovascular do BTCI e seus

peptideos derivados.

O protocolo deste ensaio foi desenvolvido pelo Professor Dr. Gustavo
Rodrigues Pedrino e equipe, no Laboratério de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal de Goias-UFG. Os procedimentos experimentais foram
concebidos com estrita observancia as diretrizes do Instituto Nacional de Saude para
cuidado e uso de animais de laboratério aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Goias (numero de protocolo 013/2016), de acordo com o
disposto na Lei n°. 11.794 de 08/10/2008, e Resolugao Normativa n°. 01, de
09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal-CONCEA.

V.6.1 Modelos experimentais

O Instituto Wistar, na Filadélfia, desenvolveu uma linhagem albina — os ratos
Wistar — derivada da espécie Rattus norvegicus. O fisiologista Dr. Henry Donaldson,
a embriologista Dra. Helen Dean King e Dr. Milton Greenman, em 1906, foram os
responsaveis pelas realizagbes de minuciosas pesquisas na linhagem de ratos
Wistar considerados normotensos, para a obtencdo de dados de curvas de
crescimento, tanto do esqueleto e dos 6rgaos como do cérebro. Estes estudos foram
fundamentais para a ampla utilizagdo desta linhagem, a mais utilizada
mundialmente em pesquisas laboratoriais (THE WISTAR INSTITUTE, 2007).

A cepa de ratos espontaneamente hipertensos Spontaneous Hypertensive
Rats (SHR) descendeu dos ratos normotensos Wistar-Kyoto (WKY) por meio de
reprodugdo genética entre irmaos desta linhagem, apos a 6 geragdo de cruzamento
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL — U.S.A. 1976). Devido a similaridade
fisiopatologica com a hipertensao essencial do ser humano (pressao arterial media
de 120-140mmHg), o modelo de hipertensao esponténea em ratos (SHR) tem sido
utilizado em estudos de hipertenséao arterial (TRIPPODO e FROHLICH, 1981).

Os SHR quando nascem nao sao portadores de hipertensao arterial e esta
aparece a partir da 5% semana de vida. Entre a 7% e a 15% semanas os niveis da PA
sdo considerados hipertensivos, atingindo o platd hipertensivo entre a 20%a
28% semana (YAMORI, 1984). Esta cepa foi entdo introduzida em 1963 por Okamoto
e Aoki.
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Nos dias atuais, os ratos Wistar (WR) também sao usados como controle dos
SHR tanto quanto o WKY (FRITZ e RINALDI, 2008; OYAMA et al., 2010). Estes
estudos foram fundamentais para a ampla utilizagdo desta linhagem considerada a
mais utilizada mundialmente em pesquisas laboratoriais (THE WISTAR INSTITUTE,
2007).

Caracteristicas

Espécie: Rattus norvegicus

- Familia: Muridae

Yy Raca: Wistar

P Q\A‘
7)) -
Fonte: SDCFMUSP

Existem varios fatores que contribuem para escolha de somente ratos machos
para diversos experimentos laboratoriais, dentre eles, a possibilidade da fémea ter
de trés a seis ninhadas por ano com durag¢ao de 21 dias cada gestacdo e os niveis
elevados de horménios femininos... E preciso também levar em conta que os
machos disputam permanentemente entre si pelo dominio do grupo, o que pode
gerar variagdes entre animais.

Nos experimentos para os ensaios dos parametros hemodinamicos e
cardiovasculares foram utilizados ratos machos adultos (250-350 g) da linhagem WR
e SHR, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Goias - UFG. Os
animais foram mantidos em salas climatizadas (temperatura 22-24 °C) e tiveram
acessos ad libitum a agua de torneira e ragao.

Para encontrar a fracdo correta do BTCI usou-se diluido em 0,5 mL de soro

fisiologico (0,9%):

0,5 mg/kg; 1,0 mg/kg; 2,0 mg/kg; 3,0 mg/kg;
5,0 mg/kg; 10,0 mg/kg; 15,0 mg/kg;
20,0 mg/kg; 25,0 mg/kg e 30,0 mg/kg (volume usado)

Para encontrar a fragdo correta do PepTry e PepChy em relagédo ao BTCI

uso-se dos seguintes calculos:
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MM Pep’s/MM BTCI
Massa Molar (MM) do BTCI = 9,1 kDa PepTry = 973,43/91000 => 10,70%

Massa Molar do PepTry =» 973,43 Da
PepChy= 966,39/91000 => 10,62%
Massa Molar do PpeChy = 966,39 Da ephy °

Foram usados 11% (por aproximagao) de PepTry e PepChy para encontrar a
fragdo necessaria, conforme a equagao (5):

Equacéo (5)
(BTCI) 100% 30,0 mg/kg
(PepTry/PepChy) 11% ------------------ X =3,3mglkg

Com os sinais vitais dos ratos estabilizados foi administrado, apos diluir em
0,5 mL de soro fisiolégico (0,9%), via gavagem, a proteina BTCI (30,0 mg/kg), ou
seus peptideos derivados para Quimotripsina (PepChy — 3,3 mg/kg) e para Tripsina
(PepTry — 3,3 mg/kg). Sendo, logo em seguida, analisadas as reagdes fisiologicas
dos animais ao longo de seis horas.

V.6.2 Procedimentos cirurgicos

Para a realizagdo dos procedimentos cirurgicos, os animais foram
anestesiados inicialmente com halotano (2% em O, 100%; Tanohalo; Cristalia,
ltapira-SP, Brasil). A veia femoral direita foi canulada para a infusdo do anestésico
intravenoso uretana (1,2 mg.kg™, iv.); Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A artéria
femoral foi canulada para o registro da pressao arterial.

Posteriormente foi realizada a traqueostomia, técnica na qual ocorre a
implantagdo de uma canula na traqueia do animal com o objetivo de diminuir o
esforgo respiratorio. Para o registro do eletrocardiograma (ECG) foram implantados
subcutaneamente dois eletrodos de cobre, um na regido dorsal proximo ao membro
superior esquerdo e o outro eletrodo proximo ao membro inferior direito. Em seguida,
os animais foram colocados em decubito ventral em um aparelho estereotaxico

(David Kopf Instruments, Tujunga, CA, EUA) e o dorso foi aberto, expondo o rim

84



esquerdo, a veia femoral esquerda e a artéria aorta para afericdo do fluxo
sanguineo renal (FSR) e do fluxo sanguineo adrtico (FSA).

Uma sonda em miniatura (probe 1RB, Transonic Systems, Inc., Ithaca, NY,
EUA) foi implantada ao redor da artéria renal esquerda para o registro do fluxo
sanguineo renal (FSR). Uma segunda sonda em miniatura (probe 2RB, Transonic
Systems, Inc., Ithaca, NY, EUA) foi implantada ao redor da artéria aorta abdominal
para o registro do fluxo sanguineo adrtico (FSA). Ambas as sondas registraram, se
com o uso dos inibidores que estavam sendo testados, houve ou nao Interferéncia
nos respectivos fluxos. Durante todo o experimento, a temperatura corporal foi

mantida entre 36 °C e 37 °C com o auxilio de uma mesa térmica.
V.6.3 Registros dos parametros hemodinamicos e cardiovasculares

A pressao arterial pulsatil (PAP) foi obtida conectando a cénula arterial a um
transdutor de pressdo (MLT0380, ADInstruments, Bella Vista, Australia) acoplado a
um amplificador (Bridge Amp, ML221, ADInstruments, Bella Vista, Australia). Os
dados foram digitalizados em uma frequéncia de 1000 amostras.s™, utilizando um
conversor analdgico digital (PowerLab 4/25, ML845, ADInstruments, Bella Vista,
Australia) e registrados em um computador por meio do software LabChart 7
(ADInstruments, Bella Vista, Australia). A PAM foi calculada a partir da integral do
sinal da PAP (PowerLab 4/25, ML845, ADInstruments, Bella Vista, Australia). Os
sinais analdégicos do ECG foram obtidos por meio do posicionamento dos eletrodos
no membro superior esquerdo e membro inferior direito. Os sinais foram digitalizados
em uma frequéncia de 2.000 amostras por segundo utilizando-se um conversor
analdgico digital (PowerLab 8/25, ML845, ADInstruments, Bella Vista, Australia). A
FC foi calculada como frequéncia instantanea a partir do sinal digitalizado do ECG
(Chart Pro, versao 5.5.6; ADInstruments, Bella Vista, Australia).

O FSR e FSA foram registrados por fluxometria de tempo de transito como
representado por Welch et al. (1995). Para isso, a sonda em miniatura foi conectada
a um fluxdbmetro T206 (Transonic Systems, Inc., Ithaca, NY, EUA), que permite
determinar o fluxo em valores absolutos (mL.min”). Os sinais obtidos foram
enviados ao sistema de aquisicao e andlise de dados (PowerLab 4/25, ML845,
ADInstruments, Bella Vista, Australia). Os dados foram digitalizados em uma

frequéncia de 1000 amostras.s™. A variacdo do FSR foi calculada usando da razao
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percentual correlacionada com o valor basal (%FSR) de conformidade com a

equacao abaixo:

Equacao (6)

%FSR = (FSRfina| - FSRbasa|)
.100

FS Rbasal

A variagdo do FSA também foi calculada tendo a raz&o percentual
relacionada ao valor basal (%FSA) conforme equacgao (7):

Equacao (7)

%FSA = (FSAﬁna| - FSAbasa|)
. 100

l:SAbasaI

A condutéancia vascular renal (CVR) fol obtida usando a razéo entre o FSR e
PAM, concomitantemente. Na equacao (8) a variagdo da CVR foi calculada:

Equacao (8)

%CVR = (CVRf|na| - CVRbasa|) . 100

CVRhasal

Da mesma forma, a condutancia vascular aoértica (CVA) foi obtida pela razéo
entre o FSA e PAM, respectivamente. As variagdes da CVA foram calculadas como
variagdo percentual em relagdo ao valor basal (%CVA), utilizando-se a seguinte

equacao (9):

Equacao (9)

%CVA = (CVAf|na| - CVAbasa|) . 100

CVAhagal
Os parametros hemodinamicos e cardiovasculares, PAS; PAD; PAM; FC; FSR; FSA; C\
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V.7 Ensaios em ratos ex vivo da atividade na contratilidade ventricular esquerda e

vasodilatagao coronaria

O protocolo deste ensaio foi desenvolvido pelo Professor Dr. Carlos Henrique
de Castro e equipe, no Laboratorio Integrado de Fisiopatologia Cardiovascular e
Neurolégica da Universidade Federal de Goias-UFG. Os procedimentos
experimentais foram concebidos com estrita observancia as diretrizes do Instituto
Nacional de Saude para cuidado e uso de animais de laboratorio aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Federal de Goias (nimero de protocolo 013/2016),
de acordo com o disposto na Lei n°. 11.794 de 08/10/2008, e Resolugdo Normativa
n°. 01, de 09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal-
CONCEA.

V.7.1 Ensaios sob efeito do BTCI, PepChy e PepTry na contratilidade ventricular

esquerda e vasodilatacdo coronaria em ratos ex vivo

A contratilidade ventricular esquerda corresponde a forga externa do musculo.
Sendo esta forga diretamente proporcional a pressdo e ao volume de ejegdes
ventriculares, independente de variagcbes na resisténcia arterial e na pré-carga
ventricular.

O suprimento sanguineo para o miocardio provém das artérias que sao
autoreguladoras e, por mecanismo de vasodilatagdo se adequam as variagdes
pressoéricas, mantendo um fluxo sanguineo constante e adequado ao bom
desempenho do miocardico.

Nesse ensaio também foram usados ratos machos WR e SHR pesando 250 g
a 350 g. Para avaliar o efeito cardiaco do BTCI e PepChy, coragdes isolados foram
perfundidos de acordo com a técnica de Langendorff (BELL et al., 2011). Os
animais foram decapitados 10 a 15 minutos apds uma injeg&o intraperitoneal com
200 U.l. de heparina. O torax foi aberto e o coracéo foi cuidadosamente dissecado e
conectado no sistema Langendorff por meio do coto aortico.

Os coragdes foram perfundidos com solugao de Krebs-Ringer contendo 118,4
mM de NacCl, 4,7 mM de KCI, 1,2 mM de KH;POy4, 1,2 mM de MgSO47H,0, 1,25 mM
de CaCl,2H;,0, 11,7 mM de glucose e 26,5 mM de NaHCO;. Além disso, adicionou-
se albumina (0,2 mg/mL) a solugdo de Krebs Ringer para evitar a agregagéo do
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BTCI e dos peptideos no material de vidro do sistema. O sistema foi mantido com
fluxo de perfusdo constante de 10 £2 mL/minuto, a 37 °C e oxigenagao constante
(5% CO; e 95% O3). Um balao foi inserido no ventriculo esquerdo por meio do atrio
esquerdo para gravagdes isovolumétricas das pressdes ventriculares esquerdas. A
pressdo de perfusdo coronaria foi aferida com um transdutor de presséo, ajustado
para presséo intraventricular diastolica de 10 £2 mmHg, conectada a cénula aortica.

Apds um periodo basal (30 a 40 minutos) os coragdes foram perfundidos
durante 10 minutos com Krebs-Ringer solution (KRS), mantendo o equilibrio
hidroeletrolitico, contendo: BTCI (1 nM); PepChy (1 nM) ou PepTry (1 nM). Para
avaliar o possivel envolvimento do o6xido nitrico nos efeitos dos inibidores
trabalhados, os coragdes foram perfundidos com KRS contendo o inibidor da sintase
do 6xido nitrico NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME; 1 uM) por 15 minutos antes
da perfusdo com BTCI, PepChy ou PepTry. Os dados foram analisados on-line
utilizando um sistema de aquisicdo de dados (DATAQ Instruments, Akron, OH,
EUA).

V.8 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism (v
6.03). Os parametros cardiovasculares foram expressos como média tE.P.M (Erro
Padrao de Média). As variagdes da PAS, PAD, CVR e CVA foram analisadas por
meio de analise da variancia bidirecional (ANOVA two way) seguida do pés-teste de
Tukey. A resposta maxima apos a administracdo de BTCI, PepChy e PepTry foi
analisada pelo teste t de Student. A analise de variancia de duas vias seguida pelo
pos-teste de Sidak foi usada para comparar os resultados obtidos com os coragdes
isolados. O valor de p <0,05 foi considerado para denotar uma diferenca

significativa.
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VI RESULTADOS

V1.1 Purificagado do BTCI e peptideos derivados, PepChy e PepTry

A purificagdo do BTCI de sementes de V. unguiculata, dos peptideos e a
analise da sua pureza foram realizadas antes dos ensaios in vivo e ex vivo. O BTCI

apresentou alto grau de pureza e massa molecular de 9104.172 kDa (Figura 12).

Figura 12: Analise do grau de pureza do BTCI por espectrometria de massa. A
massa molecular do BTCI foi de 9104,172 kDa e a dupla carga de 4546.371 kDa. Os
dados foram obtidos utilizando um espectrdbmetro de massa MALDI-TOF/TOF
UltraFlex 1lIl sob controle do programa computacional Flex Control 3.3 (Bruker
Daltonics, ALE).
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Os peptideos foram sintetizados quimicamente e purificados por Reversed
Phase High Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC). O perfil de RP-HPLC
dos peptideos coletados aos 10,5 minutos (PepTry) e aos 12,0 minutos (PepChy)
estdo apresentados na Figura 13 A e C, respectivamente. A massa molecular e a
pureza dos peptideos foram confirmadas por espectrometria ESI-MS conforme
indicado por um unico espectro para cada peptideo (Figura 13 B e D). A massa
molecular do PepTry foi de 974,5 Da e a dupla carga de 487,80 Da e do PepChy foi
de 967,35 Da e dupla carga de 484,25 Da.
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Figura 13: Purificagdo e pureza de peptideos sintéticos PepTry e PepChy. A) e C)
Cromatografia de fase reversa de PepTry e PepChy, respectivamente, na coluna
C18 Shim-pak VP-ODS usando um gradiente linear (5% - 95%) de acetonitrila. B) e
D) EIS-MS espectrometria de massa, identificando o PepTry com massa molecular
de 974,5 Da e PepChy de massa molecular de 967,35 Da). As estruturas inseridas
correspondem ao PepTry e PepChy.

A

152 Tomoun A €31 230nm
1254
2 100
[=]
> 1
"-
a0 1% a5 4 10
Retention Time (minutes) Mass (m/z)
C D
1A - e Lt JEID " PepChy
i b Ao -
84 [ { -
B w4 3 fra ™ {
S ] T
= o e
— A | g
= i A
" H A
L -
(L] 1 m»
" 1 e I: ] " . we s s x Sl L L) - L mm—
Retention Time (minutes) Mass (m/z)

V1.2 Ensaio de inibicdo de BTCI, PepTry e PepChy contra tripsina e quimotripsina

A atividade inibitoria de BTCI e seus peptideos derivados, PepChy e PepTry,
foi avaliada por meio da atividade enzimatica residual de serinoproteases, tripsina e
quimotripsina, na presenga de concentracdes crescentes de BTCI e seus peptideos
derivados (Figura 14).

Na auséncia de BTCIl e peptideos, as proteases clivam substratos
BAPNA/GPNA liberando o produto p-nitroanilida de cor amarela correspondente a
atividade enzimatica de 100% (ERLANGER, 1961). Na presenga de BTCI e dos
peptideos, observa-se um declinio gradual das atividades das proteases. O BTCI
com aproximadamente 6 uM e 40 uM inibe as proteases tripsina e quimotripsina,
respectivamente, 10 vezes mais que PepTry (60 uM) e PepChy (400 uM). O ensaio
inibitorio mostrou que PepTry e PepChy requeriam uma concentracéo de cerca de 6
e 8 vezes mais alta que o BTCI para dar uma inibicdo total de tripsina e

quimotripsina, respectivamente. Comparativamente, a menor afinidade dos
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peptideos pode ser devida a falta de regides estruturais, como as que estabilizam

toda a interface do complexo BTClI-protease.

Figura 14: Atividades inibitérias de BTCI e seus peptideos derivados. (A) Atividade
residual de tripsina na presenga de concentragdes crescentes de BTCl e PepTry
(B). (C) Atividade residual de quimotripsina na presenga de concentragbes
crescentes de BTCI e PepChy (D).
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VI.3 Atividade inibitéria da enzima conversora de angiotensina (ECA) com BTCI e

peptideos derivados, PepChy e PepTry

A atividade inibitéria da ECA no BTCI e seus peptideos derivados, PepChy e
PepTry, foi avaliada em diferentes concentragées (0-600 uM), como mostrado na
Figura 15. A atividade inibidora da ECA aumentou em um padr&o dose-dependente.
O maior valor inibitério de 98% foi para PepTry e PepChy a 100 yM, enquanto que
cerca de 94% foi para o BTCIl a 300 yM. As curvas de inibicdo da ECA foram
ajustadas por um meétodo nao linear a partir do qual os valores ICsy para BTCI,
PepChy e PepTry foram estimados como 54,6 + 29 uM; 24,7 + 1,1 yM e 24,4 £+ 11
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MM, respectivamente. Além disso, os valores de ICso de BTCI, PepChy e PepTry
estdo de acordo com os peptideos inibidores da ECA de varias proteinas
depositadas no banco de dados BIOPEP (NAKAMURA et al., 1995 -
http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/en/bio pep). Essas atividades inibitérias
contra a ECA podem ser devido principalmente a presenga dos aminoacidos basicos
(lisina) e hidrofdbicos (fenilalanina) nas algas reativas do BTCIl e os peptideos
derivados que também determinam a poténcia da inibicdo destas moléculas contra

as proteases de tripsina e quimotripsina.

Figura 15: Atividades inibitérias de BTCI (m—m ), PepChy (O—O) e PepTry (O—0O)
contra a enzima conversora da angiotensina (ECA). Valores de ICso: BTCI (54,6 £2,9
uM), PepChy (24,7 £1,1) e PepTry (24,4 £ 1,1 uM).
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Os modelos tridimensionais dos complexos da ECA com os peptideos, ECA-
PepChy e ECA-PepTry, obtidos por docking estao apresentados na figura 16, com a
representacdo da ECA em cartoon cinza, do PepChy em bastbes amarelos e do

PepTry em bastbes verdes.
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Figure 16: Estruturas tridimensionais dos complexos ECA-PepChy e ECA-PepTry
obtidos por docking. (A) enzima conversora da angiotensina - ECA (cartoon cinza)
em complexo com PepChy (bastdes amarelos) e PepTry (bastbes verdes). (B)
Visualizagdo estéreo do sitio ativo ECA (azul) com o PepChy (amarelo). O sitio
reativo de PepChy (P1F3) na interface esta em evidéncia. (C) Visualizagéo estéreo
do sitio ativo ECA (azul) com PepTry (verde). O sitio reativo do PepTry (P1K3) na

interface esta em evidéncia.

93



Os efeitos inibitérios da ECA pelos peptideos PepChy e PepTry sao
corroborados pelos dados obtidos na simulagdo de docking molecular. Essa
metodologia foi utilizada para prever a formacdo dos complexos e identificar as
interagdes entre os peptideos e a ECA. As melhores posi¢cdes dos ligantes com a
regido proxima ao sitio catalitico da ECA foram selecionadas (Figura 19: A-C)
baseando-se nas energias de ligacao (AG) de cerca de -11,0 kcal/mol. A maioria
das ligacdes de hidrogénio foi observada entre o PepChy e a ECA (Figura 19: B)
envolvendo trés residuos de aminoacidos no PepChy (F3, S4 e I5) e seis residuos
de aminoacidos na ECA (R522, E411, Y523, H383, E384 e H353). Para o PepTry
(Figura 19: B), a maioria das ligagdes de hidrogénio foram observadas entre dois
residuos de aminoacidos no PepTry (T2 e K3) e trés residuos de aminoacidos na
ECA (R522, E384 e A354).

Os residuos reativos e em interagao do tipo ligagbes de hidrogénio estao
mostrados para o PepChy (P1F3) e PepTry (P1K3). Os atomos de oxigénio estao
representados em vermelho, os nitrogénio em azul, o ion de zinco como esfera
verde e as ligagdes de hidrogénio no complexo da interface como linhas pontilhadas.
As estruturas cristalograficas utilizadas para o docking foram: ECA cédigo PDB
108A (NATESH et.al.,, 2003), PepTry e PepChy e BTCI cédigo PDB 2G81
(BARBOSA et al., 2007).

Além disso, foram observadas interagbes eletrostaticas entre PepTry (K3) e
ECA (E384) e a interacao de -1 em forma de T entre os anéis fendlicos de Y523 na
ECA e F3 no PepChy que estabilizam o complexo formado. Vale ressaltar que os
residuos de aminoacidos H387, H383, E384 e E411 envolvidos na coordenagao do
zinco no sitio ativo da ECA também interagem com PepChy e PepTry (Figura 19: B-
C). Portanto, todos os resultados indicaram que a interagdo entre a ECA e os
peptideos ocorreram nas proximidades do sitio catalitico, levando a inibicdo da
enzima, corroborando com os valores de ICsy estimados a partir das curvas

mostradas na Figura 18.

V1.4 Ensaios in vivo em ratos WR e SHR utilizando o BTCI e peptideos por gavagem

Os efeitos cardiovasculares e hemodindmicos foram avaliados na
concentragao equimolar (3,31 mM) para todas as moléculas, correspondendo as
doses de BTCI (30,0 mg/kg), PepTry (3,3 mg/kg) e PepChy (3,3 mg / kg) ou NaCl a

94



0,9% (veiculo). Os dados obtidos a partir dos registros in vivo, e as variaveis do
estudo (i) modelo de ratos normotensos (WR) e naturalmente hipertensos (SHR), (ii)
moléculas ativas — BTCI, PepChy e PepTry e (iii) controle — soro fisiologico (SF),
estdo descritos a seguir.

Todas as tabelas contendo os resultados destes ensaios in vivo estédo

apresentadas no Anexo 1.

VI1.4.1 Analise comparativa dos efeitos do BTCI na PAS, PAD e PAM em ratos WR e
SHR

Efeitos em controles da PAS, PAD e PAM (WR e SHR)

Os dados obtidos para o controle dos ensaios foram registrados apds a
administragao por gavagem de SF (0,9%) em ratos adultos WR E SHR (controle). Os
valores dos parametros hemodinamicos registrados nos ratos WR aos 360 minutos
foram préximos aos valores basais (Tabela 2 anexo 1; Figura 21).

Nos ratos WR a PAS e a PAD observadas foram 143,2 +4,2 mmHg (valor
basal 142,3 1,1 mmHg) e 91,6 4,1 mmHg (valor basal 96,3 +1,3 mmHg),
respectivamente. A média obtida para a PAM foi 108,7 +4,1 mmHg, sendo o valor
basal 111,6 £0,8 mmHg. (Tabela 2 anexo 1; Figura 21).

Nos ratos SHR os valores foram: PAS 172,6 £5,2 mmHg (valor basal 177,0
+3,3 mmHg); PAD 98,6 +3,7 mmHg (valor basal 117,8 +2,1 mmHg); e PAM 123,1
+4,0 mmHg (valor basal 137,6 +2,0 mmHg) (Tabela 3 anexo 1; Figura 21).

Efeitos do BTCI na PAS, PAD e PAM em ratos WR

Para os ratos WR os valores dos parametros hemodinamicos PAS, PAD e
PAM, apo6s administracao do BTCI (30,0 mg/kg), diminuiram gradativamente sendo
estabilizados em aproximadamente 180-360 minutos. Os valores atingidos aos 180
minutos foram: PAS 99,7 5,4 mmHg (valor basal 140,1 £1,3 mmHg e SF 143,0
+2,9 mmHg); PAD 51,7 mmHg £3,5 (valor basal 91,5 mmHg +3,0 e SF 91,7 mmHg
+3,3); PAM 67,6 4,1 mmHg (valor basal 107,7 +2,3 mmHg e SF 108,7 3,1
mmHg). Essa reducdo em relagdo ao valor basal foi gradativa até os 360 minutos em
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28,1%, 67,9% e 47,8%, respectivamente (Tabela 2 anexo 1; Figura 17).

Comprovando assim a hipotens&o com a utilizagdo da molécula BTCI, via gavagem.

Efeitos do BTCI na PAS, PAD e PAM em ratos SHR

Apoés a administragédo de BTCI (30,0 mg/kg), foi observada aos 30 minutos,
em relagdo ao valor basal, a reducdo dos parametros hemodindmicos PAS e PAD
em 30,6% e 59,4% e reducao da PAM de 31,3%, comparados ao valor basal e ao
SF (23,9%, 26,7% e 27,4%, respectivamente). A maior queda da pressao arterial nos
SHR ocorreu aos 210 minutos em 54,8% (PAS), 102,7% (PAD) e 80,6% (PAM). Os
valores obtidos neste tempo foram: PAS 113,3 4,8 mmHg (valor basal 175,4 +2,5
mmHg e SF 171,0 £3,8 mmHg); PAD 59,9 +4,1 mmHg (valor basal 121,4 +3,0
mmHg e SF 105,5 +4,0 mmHg); PAM 77,7 +3,7 mmHg (valor basal 140,3 2,5
mmHg e SF 127,4 +3,6 mmHg) (Tabela 3 anexo 1; Figura 17).

Figura 17: Parametros hemodinamicos em ratos WR versus SHR apos
administragdo do BTCI (30,0 mg/Kg). A) Pressado Arterial Sistdlica (PAS). B)
Pressao Arterial Diastélica (PAD). C) Pressao Arterial Medial (PAM). Valor Basal
(VB). Soro Fisiologico (SF).
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Essa redugao em relagc&o ao valor basal foi gradativa até os 360 minutos em
34,8%, 93,7% e 62,7%, respectivamente. Os valores mais altos registrados para a
PAM nos modelos SHR indicam que o maior efeito hipotensivo ocorreu nos SHR.

Nas primeiras duas horas observa-se que os valores dos decréscimos
registrados foram de aproximadamente 3,5 vezes maior nos ratos SHR. A maior
queda da PAM para WR foi de -39,8 +5,6 mmHg aos 180 minutos enquanto que
para os SHR o valor foi -57,6 £3,9 mmHg. Resultados semelhantes foram obtidos
comparando os valores da PAS e PAD para os dois modelos dos ratos citados. Aos
210 minutos a queda dos valores obtidos para os SHR nos trés parametros
analisados foram maiores do que para os WR, demonstrando que o BTCI
apresentou maior efeito hipotensor nos ratos SHR do que nos WR (Tabelas 2 e 3
anexo 1; Figura 17).

V1.4.2 Analise comparativa dos efeitos do BTCI na FC, FSR e FSA em ratos WR e
SHR

Alteragdes bruscas na FC podem desencadear 6bito tanto em seres humanos
como em animais. Quanto menor o porte animal, maior a frequéncia cardiaca e
consequentemente, menor a expectativa de vida (CESAR et. al., 2007). Em nossos
ensaios, dentro dos parametros cardiovasculares observados foi monitorado, além
da FC, os fluxos sanguineos da artéria renal e adrtica para certificar se ocorreu ou
nao vasodilatagdo com os inibidores usados.

Efeitos em controles na FC, FSR e FSA (WR e SHR)

A média dos parametros cardiovasculares FC, FSR e FSA registrada nos
controles em WR, aos 360 minutos, foi de valores proximos dos basais: FC 358,8
21,7 bpm (valor basal 380,7 £13,4 bpm); FSR 97,9% 3,3 (valor basal 99,6% +0,4)
e FSA 95,1% £1,4 (valor basal 100,3% 0,3) (Tabela 4 anexo 1; Figura 18).

Resultados similares foram obtidos para os SHR: FC 371,2 £7,0 bpm (valor
basal 377,9 +10,4 bpm); FSR 104,9% +7,9 (valor basal 99,8% 10,6) e FSA 104,1%
13,6 (valor basal 99,8% %0,2) (Tabela 5 anexo 1; Figura 18).

Efeitos do BTCI na FC, FSR e FSA em ratos WR
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Apés o uso do BTCI (30 mg/kg), a FC, o FSR e o FSA dos WR néo
apresentaram diferengas significativas em relagdo ao valor basal e ao SF, apesar da
reducgédo leve do valor da FC (12,7%) aos 120 minutos e elevagao leve da FSR aos
90 minutos (15,1%) e FSA (4,2%) aos 30 minutos em relagdo ao basal (Tabela 4

anexo 1; Figura 18).
Efeitos do BTCI na FC, FSR e FSA em ratos SHR

Os parametros cardiovasculares FC, FSR e FSA dos SHR nao apresentaram
diferencas significativas em relagdo ao valor basal e ao SF, mesmo com discreta
redugédo do bpm da FC (8,4%) aos 60 minutos e discreta elevagao (3,8%) aos 270

minutos em relagéo ao basal (Tabela 5 anexo 1; Figura 18).

Figura 18: Parametros cardiovasculares em ratos WR versus SHR apos
administragdo do BTCI (30.0 mg/kg). D) Frequéncia Cardiaca (FC). E) Fluxo
Sanguineo Renal (FSR). F) Fluxo Sanguineo Adrtico (FSA). Valor Basal (VB). Soro
Fisiologico (SF) - ANOVA (two way).
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V1.4.3 Analise comparativa dos efeitos do BTCI na CVR e CVA em ratos WR e SHR

Efeitos em controles na CVR e CVA (WR e SHR)

WR: Para CVR e CVA os valores foram semelhantes aos valores basais: CVR
100,7% +2,1 (valor basal 99,7% +0,5) e a CVA 98,2% +2,8 (valor basal 100,4% 10,4)
(Tabela 6 anexo 1; Figura 19).

SHR: Para CVR e CVA os valores foram semelhantes aos valores basais:
CVR 119,2% +12,0 (valor basal 99,8% +0,6) e CVA 117,4% 16,4 e (valor basal
99,9% +0,2) (Tabela 7 anexo 1; Figura 19).

Efeitos do BTCIl na CVR e CVA em ratos WR

Os valores da CVR e da CVA, apds a administracao do BTCI (30,0 mg/kg) em
ratos WR indicam vasodilatagdes das artérias renal e aodrtica, sendo que, em relagéo
ao valor basal, os picos maximos ocorreram em aproximadamente 180 minutos:

74,7% e 50,6%, respectivamente (Tabela 6 anexo 1; Figura 19).
Efeitos do BTCI na CVR e CVA em ratos SHR

A tabela 7 anexo 1 e figura 19 mostram os dados obtidos para a
vasodilatagao das artérias renal e adrtica em ratos SHR. Aos 90 minutos até os 300
minutos do ensaio registrou-se aumento expressivo na CVR e na CVA em relagao
ao valor basal e ao SF. Aos 210 minutos foram registrados os maiores valores de
76,6% e 79,5%, respectivamente, também em relacdo ao valor basal. Estes valores
foram mais expressivos neste modelo do que nos WR (Tabela 6 anexo 1; Figura
19), e indicaram a vasodilatagdo das artérias o que contribuiu para a hipotensao
observada.

Os resultados apresentados na figura 19 mostram que em relagdo ao valor
basal, aos 180 minutos os valores da conduténcia renal e aortica aumentaram
significamente nos WR (74,7% e 50,6%, respectivamente) e nos SHR (71,4% e
71,7%), todos eles compativeis com efeitos de vasodilatagbes das respectivas
artérias. Comparando os dois modelos estudados, observa-se que até 180 minutos

os valores mensurados na CVR foram semelhantes (76,6%), e diferiram até os 360
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minutos. Nos SHR o valor maximo da CVA (79,5%) foi maior do que em WR, aos
210 minutos (Figura 19).

Figura 19: Paréametros cardiovasculares em ratos WR versus SHR apos
administragdo do BTCI (30,0 mg/kg). G) Condutancia Vascular Renal (CVR) e H)
Condutancia Vascular Adrtica (CVA). Valor Basal (VB). Soro Fisiolégico (SF).
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V1.5 Analise comparativa dos efeitos do PepChy em ratos WR e SHR

VI1.5.1 Analise comparativa dos efeitos do PepChy na PAS, PAD e PAM em ratos
WR e SHR

Efeitos do PepChy na PAS, PAD e PAM em ratos WR

A reducdo dos valores da PAS, PAD e PAM aos 270 minutos da
administragdo do PepChy (3,3 mg/kg) registrou seu ponto maximo em comparagao
ao valor basal 44,1%, 63,8% e 53,9%, respectivamente) e ao SF (39,4%, 64,2% e
51,7%, respectivamente). Essa reducgéao foi gradativa até os 360 minutos em relagao
ao valor basal (38,8%, 43,0% e 34,7%, respectivamente) (Tabela 8 anexo 1; Figura
20). Comparativamente, a maior redugdo da PAM, em relagdo ao valor basal foi
registrada para os ratos WR que receberam BTCI aos 180 minutos (80,6%; Tabela 2
anexo 1; Figura 17) do que aqueles que receberam o PepChy aos 270 minutos
(53,9%).

Efeitos do PepChy na PAS, PAD e PAM em ratos SHR
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A administragdo do PepChy (3,3 mg/kg), via gavagem, em ratos SHR
promoveu quedas relevantes dos parametros hemodinamicos, PAS, PAD e PAM
durante os 360 minutos do ensaio em comparagao ao valor basal (26,5%, 66,5% e
46,2%, respectivamente) e ao SF (18,1%, 40,1% e 28,7%, respectivamente). A
gueda maxima em comparacao ao valor basal ocorreu aos 60 minutos conforme os
valores 47,5%, 99,7% e 73,2%, respectivamente (Tabela 9 anexo 1; Figura 20).
Comparativamente, a maior queda da PAM ocorreu para os SHR que receberam
BTCI (77,7 £3,7 mmHg - 210 minutos — Tabela 3; Figura 17) do que aqueles que
receberam o PepChy (84,9 +4,5 mmHg — 210 minutos) que teve a maior queda aos

60 minutos (80,8 £2,4 mmHg).

Figura 20: Parametros hemodinamicos em ratos WR versus SHR apos
administragao do PeChy (3,3 mg/kg). A) Pressao arterial sistdlica (PAS). B) Pressao
Arterial Diastolica (PAD). C) Pressao Arterial Medial (PAM). Valor Basal (VB). Soro
Fisiolégico (SF).
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O maior decréscimo da PAM foi observado aos 270 minutos com declinio de -
38,1 £5,1 mmHg para os WR e -50,5 +4,4 mmHg para SHR que tiveram a maior
expressdo em 60 minutos (-59,3 £3,0 mmHg). Resultados semelhantes foram

obtidos comparando os valores da PAS e PAD para os dois modelos dos ratos
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citados. Foi também observado nas primeiras duas horas os valores dos
decréscimos de aproximadamente 3,5 vezes maior nos ratos SHR, demonstrando
que o PepChy apresentou maior efeito hipotensor nos ratos SHR do que nos WR
(Figura 20).

V1.5.2 Analise comparativa dos efeitos do PepChy na FC, FSR e FSA em ratos WR e
SHR

Efeitos do PepChy na FC, FSR e FSA em ratos WR

Os valores da FC, FSR e FSA nao apresentaram diferencas significativas em
relagao ao valor basal e ao SF, excetuando discreta redu¢dao do bpm da FC (11,9%)

aos 120 minutos se comparado ao valor basal (Tabela 10 anexo 1; Figura 21).

Figura 21: Paréametros cardiovasculares em ratos WR versus SHR apos
administracdo do PepChy (3,3 mg/kg). D) Frequéncia Cardiaca (FC). E) Fluxo
Sanguineo Renal (FSR). F) Fluxo Sanguineo Adrtico (FSA). Valor Basal (VB). Soro
Fisiolégico (SF).
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Efeitos do PepChy na FC, FSR e FSA em ratos SHR

Os parametros cardiovasculares FC, FSR e FSA dos SHR nao apresentaram
diferengas significativas em comparagdo ao valor basal e ao SF, sob efeito do
PepChy. No entanto, observou-se discreto aumento para o FSR aos 120 minutos
(22,1%) em comparagao ao valor basal. Portanto, os efeitos na FC, FSR e FSA
foram semelhantes para os dois modelos de ratos (Tabela 11 anexo 1; Figura 21).

VI1.5.3 Analise comparativa dos efeitos do PepChy na CVR e CVA em ratos WR e
SHR

Efeitos do PepChy na CVR e CVA em ratos WR

Os dados da tabela 12 anexo 1 e figura 22 mostram o aumento da CVR e
CVA sob efeito do PepChy comparados com os valores basal e SF. A CVR
apresentou pico maximo aos 150 minutos (89,7%), enquanto que o aumento da CVA
ocorreu de 60 até 330 minutos, com pico maximo aos 270 minutos (57,8%), ambas
em relacdo ao valor basal. Os WR apresentaram maiores valores de CRV e CVA
com o uso do PepChy do que com o uso do BTCI (Tabela 6 anexo 1; Figura 19). Os
resultados indicam vasodilatagdo das artérias renal e aortica com utilizagdo tanto do
BTCI quanto do PepChy, o que contribui para a hipotensao observada.

Efeitos do PepChy na CVR e CVA em ratos SHR

Se comparados ao valor basal, os dados da tabela 13 anexo 1 e figura 22
mostram o aumento dos valores da CVR e CVA compativeis com a vasodilatagao
das artérias renal e aortica em ratos SHR. De 60 a 330 minutos registrou-se
aumento expressivo na CVR, com maior elevagao em 120 minutos (106,3%). No
caso da CVA aumentos relevantes ocorreram ao longo dos 360 minutos de ensaio,
sendo o pico mais relevante em 180 minutos (105,4%). Os valores da CVR e a CVA
nos SHR com uso do PepChy foram mais expressivos do que para aqueles que
receberam o BTCI tabela 7 anexo 1 e figura 19. No entanto, para ambos os casos,
comparados ao valor basal, os resultados indicam que a vasodilatagao arterial renal
e aodrtica contribuiu para a hipotensao observada.

Os resultados apresentados na figura 22 mostram que os maiores valores da
CVR e CVA nos ensaios com o PepChy para os WR foram 89,7% e 57,5% - 150
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minutos respectivamente, e para os SHR foram +97,0% e +97,5%, respectivamente.
Comparando os dois modelos estudados, apdés 60 minutos os valores mensurados
na CVR e na CVA diferiram até os 360 minutos. Vale ressaltar que aos 60 minutos
observou-se na CVA dos SHR diferencas significativas em relagao aos WR (42,9%).
Adicionalmente, ao tempo de 360 minutos, os valores para os ratos WR diminuiram
atingindo praticamente o nivel basal. No entanto, os valores dos paréametros
analisados permaneceram constantes para os ratos SHR, o que indica maior efeito

de vasodilatacdo nos SHR.

Figura 22: Paréametros cardiovasculares em ratos WR versus SHR apos
administragdo do PepChy (3,3 mg/kg). Condutancia Vascular Renal (CVR).
Condutancia Vascular Adrtica (CVA). Valor Basal (VB). Soro Fisiolégico (SF).
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V1.6 Analise comparativa dos efeitos do PepTry em ratos WR e SHR

V1.6.1 Analise comparativa dos efeitos do PepTry na PAS, PAD e PAM em ratos WR
e SHR

Efeitos do PepTry na PAS, PAD e PAM em ratos WR

A reducgao dos valores da PAS, PAD e PAM, em confronto ao valor basal e SF
(0,9%), aconteceu ap6s 60 minutos da administracao do PepTry (3,3 mg/kg) até os
360 minutos. A maior reducgao foi aos 150 minutos quando confrontada com o valor
basal (35,9%, 54,7% e 45,6%, respectivamente) e ao SF (30,3%, 57,6% e 44,6%,
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respectivamente) (Tabela 14 anexo 1; Figura 23). A redugéo desses valores foram
proporcionais ao tempo.

Comparativamente, as maiores quedas da PAM ocorreram, em ordem
decrescente, para os ratos WR que receberam BTCI (30,0 mg/Kg) aos 180 minutos
(67,6 +4,1 mmHg) (Tabela 2 anexo 1; Figura 17), PepChy aos 270 minutos (71,0
13,6 mmHg) (Tabela 8 anexo 1; Figura 20) e PepTry aos 150 minutos (74,4 +3,3
mmHg).

Efeitos do PepTry na PAS, PAD e PAM em ratos SHR

A administragéo do PepTry (3,3 mg/kg) e SF (0,9%), via gavagem, em ratos
SHR promoveu queda maxima dos parametros hemodinamicos, PAS, PAD e PAM,
aos 210 minutos em relagdo com o valor basal (44,9%, 75,6% e 59,8%,
respectivamente) e ao SF (39,0%, 61,4% e 49,9%, respectivamente). As quedas
dos referidos parédmetros foram relevantes durante os 360 minutos. Os valores
foram: PAS 123,1 +4,2 mmHg (valor basal 178,3 +2,0 mmHg e SF 171,0 3,8
mmHg); PAD 65,4 +3,3 mmHg (valor basal 114,8 £1,2 mmHg e SF 105,5 +4,0
mmHg); PAM 85,0 +3,5 mmHg (valor basal 135,8 +0,7 mmHg e SF 127,4 +3,6
mmHg) (Tabela 15 anexo 1; Figura 23).

Em comparagdo com o valor basal, as quedas da PAM mais relevantes na
hipotensao entre os ratos WR para as trés moléculas foram: BTCI 59,4% - 180
minutos (Figura 17: C); PepChy 53,9% - 270 minutos (Figura 20: C); PepTry 45,6% -
150 minutos (Figura 23: C). Para os ratos SHR estes valores foram: BTCI 80,6% -
210 minutos (Figura 17: C); PepChy 73,2% - 60 minutos (Figura 20: C); PepTry
59,8% - 210 minutos (Figura 23: C).

A maior queda da PAM com o Peptry aconteceu com os SHR (-51,1 +3,5
mmHg) comparada com os WR (-33,5 +2,6 mmHg). Resultados semelhantes foram
obtidos comparando-se os valores da PAS e PAD para os dois modelos dos ratos
analisados. Nas primeiras duas horas observa-se que os valores dos decréscimos
registrados foram aproximadamente 2,6 vezes maiores nos ratos SHR.
Considerando todos os parametros hemodinamicos, conclui-se que o PepTry
apresentou maior efeito hipotensor nos SHR do que nos WR (Figura 23).
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Figura 23: Parédmetros hemodindmicos em
administragdo do PepTry (3,3 mg/kg). A) Pressao Arterial Sistolica (PAS).

ratos WR versus SHR apéds

B)

Pressao Arterial Diastélica (PAD). C) Pressao Arterial Medial (PAM). Valor Basal

(VB). Soro Fisiologico (SF).
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V1.6.2 Analise comparativa dos efeitos do PepTry na FC, FSR e FSA em ratos WR e

SHR

Efeitos do PepTry na FC, FSR e FSA em ratos WR

Os parametros cardiovasculares, FC, FSR e FSA, apds a utilizagdo do PepTry

nos WR nao apresentaram diferengas significativas, mesmo com a discreta elevagao

da FC (0,9%) aos 300 minutos; e da mesma forma, o FSR e o FSA aos 240 minutos

em 11,0% e 17,4%, respectivamente (Tabela 16 anexo 1; Figura 24).

Efeitos do PepTry na FC, FSR e FSA em ratos SHR
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Os parametros cardiovasculares FC, FSR e FSA dos SHR nao apresentaram
diferengas significativas em relagdo ao valor basal e ao SF. Diferengas minimas
foram observadas aos 30 e 120 minutos com elevacdes da FC de 14.8% e 15.0%,
respectivamente (Tabela 17 anexo 1; Figura 24). Portanto, os efeitos na FC, FSR e

FSA foram semelhantes para os dois modelos de ratos.

Figura 24: Paréametros cardiovasculares em ratos WR versus SHR apos
administragdo do PepTry (3,3 mg/kg). D) Frequéncia Cardiaca (FC). E) Fluxo
Sanguineo Renal (FSR). F) Fluxo Sanguineo Adrtico (FSA). Valor Basal (VB). Soro
Fisiolégico (SF).
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V1.6.3 Analise comparativa dos efeitos do PepTry na CVR e CVA em ratos WR e
SHR

Efeitos do PepTry na CVR e CVA em ratos WR

Os dados da tabela 18 anexo 1, figura 25 demostram o aumento dos valores
da CVR e CVA compativel com a vasodilatacdo das artérias renal e aortica. Estes

valores foram expressivamente diferentes do valor basal e SF para a CVR de 120
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até 240 minutos, sendo que o valor maximo ocorreu aos 150 minutos (53,4%) em
relacéo ao valor basal e 45,0% ao SF. Valores expressivamente diferentes do valor
basal e SF para a CVA aconteceram aos 90 até 360 minutos, tendo como valor
maximo aos 210 minutos em relagao ao valor basal 59.2% e 62,7 ao SF.

Comparando as trés moléculas, os maiores valores nos WR da CRV e CVA,
em ordem decrescente foram para o uso do PepChy , BTCIl e PepTry na CVR e
PepTry, PepChy e BTCI na CVA. Estes valores foram para CVR: PepChy 89,7% -
150 minutos (Figura 22: G); BTCI 74,7% - 180 minutos (Figura 19: G) e PepTry
53,4% - 150 minutos (Figura 25: G). Para CVA os valores foram: PepTry 59,2% - 210
minutos (Figura 25: H); PepChy 57,8% - 150 minutos (Figura 22: H) e BTCI 50,6% -
180 minutos (Figura 19: H). Os resultados das vasodilatagcbes renal e adrtica indicam
gque a maior contribuicdo para a hipotensao observada nos WR foi com o uso do
PepChy (CVR) e PepTry (CVA).

Efeitos do PepTry na CVR e CVA em ratos SHR

Os parametros cardiovasculares CVR e CVA sob o efeito do PepTry (3,3 mg/kg)
nos ratos SHR foram expressivamente diferentes do valor basal e SF (0,9%) dos
120 minutos até os 360 minuto (CVR) e dos 60 aos 360 minutos (CVA). Em
comparagao ao valor basal os valores maximos ocorreram em 270 minutos para
CVR (98,5%) e em 210 minutos para CVA (69,4%); (Tabela 19 anexo 1; Figura 25).

Figura 25: Comparacéo dos parametros cardiovasculares em ratos WR versus SHR
apos administragdo do PepTry (3,3 mg/kg). G) Condutancia Vascular Renal (CVR).
H) Condutancia Vascular Aértica (CVA). Valor Basal (VB). Soro Fisiologico (SF).
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Confrontando os dois modelos estudados, em contraposi¢cao ao valor basal
observa-se que os valores maximos da CVR e CVA para os WR foram 53,4% e
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59,2%, respectivamente; enquanto que para os SHR os valores foram bem maiores,
98,5% e 69.4%, respectivamente. Estes resultados mostram que os efeitos de
vasodilatagdo renal e aodrtica, promovida pelo PepTry foram maiores nos SHR
(Figura 25).

Os valores maximos para CVR e CVA nos ratos SHR para as trés moléculas
em relagdo ao valor basal foram: CVR: PepChy 106,3% (Figura 22: G); PepTry
98,5% (Figura 25; G) e BTCI 76,6% (Figura 19: G). CVA os valores foram: PepChy
105,4% (Figura 22: H); BTCI 79,5% (Figura 19: H) e PepTry 69,4% (Figura 25: H).
Portanto, estes resultados indicam vasodilatacdo das artérias renal e adrtica que
contribuiu para a hipotensdo observada apds a administracdo oral das trés

moléculas.

VI.7 Analise comparativa nos efeitos hemodinamicos e cardiovasculares do BTCI e

peptideos derivados em ratos WR e SHR

Foram avaliados os efeitos da concentragdo equimolar (3,31 mM) para todas as
moléculas, as doses foram BTCI (30,0 mg/kg), PepTry (3,3 mg/kg) e PepChy (3,3
mg/kg) ou NaCl a 0,9% (veiculo). Conforme descrito na metodologia, os dados
numericos obtidos a partir dos registros da realizagdo dos experimentos in vivo, e as
variaveis do estudo (i) modelo de ratos normotensos (WR) e naturalmente
hipertensos (SHR), (ii) moléculas ativas — BTCI, PepChy e PepTry e (iii) controle —
soro fisiolégico (SF).

V1.7.1 Analise comparativa dos efeitos do BTCI e peptideos derivados em ratos WR

O BTCI e seus peptideos derivados promoveram queda de pressao arterial
até os 360 minutos (Tabelas 20, 21 e 22 anexo 1; Figura 26) em ratos WR. Os
resultados comparados mostram que o efeito do BTCI sobre a pressao arterial foi
maior do que para os peptideos. As maiores quedas da PAM foram, em ordem
decrescente, para aqueles que receberam BTCI (59,4%), o PepChy (53,9%) e o
PepTry (45,6%).

A vasodilatacdo maxima no WR ocorreu devido ao aumento maximo da CVR
e da CVA, em ordem decrescente para, PepChy (89,7% e 57,8%, respectivamente),
BTClI (74,7% e 50,6%, respectivamente) e PepTry (53,4% e 59,2%,
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respectivamente). Apesar das diferengas observadas, todos os valores de CVR e
CVA sao compativeis com a vasodilatacdo das artérias renal e aodrtica, o que

contribui para a hipotenséao (Tabela 23 anexo 1; Figura 27).

Figura 26: Parametros hemodinédmicos de ratos WR submetidos ao uso de BTCI
(30,0 mg/kg), PepChy e PepTry (3,3 mg/kg). A) Pressao Arterial Sistolica (PAS). B)
Pressao Arterial Diastdlica (PAD). C) Pressao Arterial Medial (PAM). Valor Basal
(VB). Soro Fisiologico (SF).
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Figura 27: Parametros cardiovasculares, CVR e CVA, de ratos WR submetidos ao
uso de BTCI (30,0 mg/kg), PepChy e PepTry (3,3 mg/kg). G) Condutancia Vascular
Renal (CVR). H) Condutancia Vascular Adrtica (CVA). Valor Basal (VB). Soro

Fisiolégico (SF).
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VI1.7.2 Analise comparativa dos efeitos BTCI e peptideos derivados em ratos SHR
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As tabelas 24, 25 e 26 anexo 1 e a figura 28 mostram os ensaios utilizando
ratos SHR. Ha uma semelhanca nos valores de reducdo da PAS, PAD e PAM, apos
a administracdo do BTCI e peptideos derivados. A reducdo da pressao arterial foi
maior para os SHR que receberam, em ordem decrescente, PepChy (60,0%), BTCI

(50,0%) e PepTry (40,0%).

Figura 28: Parametros hemodindmicos de ratos SHR submetidos ao uso de BTCI
(30,0 mg/kg), PepChy e PepTry (3,3 mg/kg). A) Pressao Arterial Sistolica (PAS). B)
Pressao Arterial Diastélica (PAD). C) Pressao Arterial Medial (PAM). Valor Basal

(VB). Soro Fisiologico (SF).
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A vasodilatagdo maxima nos SHR ocorreu devido ao aumento maximo da
CVR e da CVA, em ordem decrescente, para PepChy (106,3% e 105,4%,
respectivamente); PepTry (98,5% e 70,0, respectivamente) e BTCI (76,6% e 79,5%,
respectivamente). Os resultados mostram que o maior efeito na vasodilatacdo das
duas artérias foi para o PepChy, bem como para o PepTry no caso do valor maximo
da CVR. Apesar das diferengas observadas, todos os valores de CVR e CVA sao
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compativeis com a vasodilatagdo renal e adrtica, que contribui para a hipotensao
(Tabela 27 anexo 1; Figura 29).

Portanto, todas as respostas hemodinamicas e parametros cardiovasculares
nos ratos WR e SHR foram significativamente alteradas, como diminuicdo da
pressdo arterial e aumento da conduténcia arterial renal e aodrtica. Estes resultados
indicaram que o maior efeito hipotensor foi nos ratos SHR com a utilizacdo do
PepChy.

Figura 29: Parédmetros cardiovasculares CVR e CVA de ratos SHR submetidos ao
uso de BTCI (30,0 mg/kg), PepChy e PepTry (3,3 mg/kg). G) Condutancia Vascular
Renal (CVR). H) Condutancia Vascular Adrtica (CVA). Valor Basal (VB). Soro
Fisiolégico (SF).
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V1.8 Analise da resposta maxima hipotensiva e vasodilatadora induzida por BTCI e
peptideos derivados em ratos WR e SHR

Para estimar a resposta maxima hipotensiva e vasodilatadora induzida pela
administracdo, via gavagem, de BTCI (30,0 mg/kg), PepTry (3,3 mg/kg) e PepChy
(3,3 mg/kg) em ratos WR (n=6) e ratos SHR (n=6) anestesiados foi usado teste t de
Student.

V1.8.1 Analise da resposta maxima hipotensiva e vasodilatadora induzida por BTCI
em ratos WR versus SHR

O BTCI apresentou maior acado hipotensiva aos 180 minutos nos dois
modelos de animais. Os valores foram WR: PAS -40,3%; PAD -39,5% e a PAM -
39,8%; SHR: PAS -53,8%; PAD -59,5% e PAM -57,6% (Figura 30). No entanto a
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maior agao hipotensora ocorreu no SHR aos 210 minutos (-62,1%, -62,9%, e 62,6%)
(Figura 30: A, B e C).

Figura 30: Resposta maxima induzida com uso de BTCI (30,0 mg/kg) em ratos WR
versus SHR. A) Pressédo Arterial Medial (PAM); B) Pressao Arterial Sistolica (PAS);
C) Pressao Arterial Diastdlica (PAD). D) Conduténcia Vascular Renal (CVR); E)
Condutancia Vascular Adrtica (CVA). Soro Fisioldgico. Estatistica: Teste t de Student
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A resposta maxima da CVR no WR foi aos 180 minutos (175,0%) e no SHR
aos 210 minutos (178,0%) (Figura 30: D e E). A diferenca entre 0 WR e SHR foi de
3,0%, estatisticamente considerada insignificante. A resposta maxima da CVA no
WR ocorreu aos 180 minutos (150,1%) e SHR aos 210 minutos (180,3%), sendo a
diferengca entre 0 WR e SHR de +30,2%. Conforme mostrado, a melhor resposta
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maxima para vasodilatagdo aodrtica induzida por administragédo de BTCI foi em ratos
SHR.

VI1.8.2 Analise da resposta maxima hipotensiva e vasodilatadora induzida por

PepChy em ratos WR versus SHR

Nos animais WR, o PepChy apresentou maior agéo hipotensora aos 180
minutos referente aos valores de PAS e PAD (-44,6% e -35,3%), enquanto que para
a PAM a maior agao hipotensora ocorreu aos 210 minutos (-36,3%). Nos animais
SHR estes valores foram: PAS -56,7%, PAD -59,9% e PAM -58,0%. A maior agao
hipotensora nos SHR (PAS e PAM -59,9% e -59,3%) ocorreu aos 60 minutos e a
PAD aos 180 minutos (-59,9%). Portanto, a resposta maxima para hipotenséo,

induzida por administragcao de PepChy, foi em ratos SHR (Figura 31: A, B e C).

Figura 31: Resposta maxima induzida por uso de PepChy (3,3 mg/kg) em ratos WR
versus SHR. A) Presséo Arterial Medial (PAM); B) PressaoArterial Sistélica (PAS);
C) Pressao Arterial Diastdlica (PAD). D) Conduténcia Vascular Renal (CVR); E)
CondutanciaVascular Adrtica (CVA). Estatistica: Testet de Student — p <0,05.
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Os graficos da figura 31: D e E estdo apresentados os maiores indices de
vasodilatagao renal nos WR (192,3%) aos 150 minutos, € nos SHR (205,0%) aos
120 minutos, sendo portanto a diferenga entre os WR e SHR de 12,7%.

Ao analisar a vasodilatacdo aortica observou-se maior condutancia de
158,2% (150 minutos) nos WR e de 205,8% (180 minutos) nos SHR, totalizando a
diferencga significativa de 47,6% entre os dois modelos avaliados. Portanto, a melhor
resposta maxima para vasodilatacdo aodrtica induzida por administracdo de PepChy
foi em ratos SHR (Figura 31: D e E).

V1.8.3 Analise da resposta maxima hipotensiva e vasodilatadora induzida por PepTry
em ratos WR versus SHR.

Na figura 32 estdo apresentadas as alteragbes da presséo arterial induzidas
por PepTry nos modelos WR e SHR.

Nos animais WR, o PepTry apresentou maior resposta (maior queda) aos 150
minutos da PAS (-38,8%), PAD (-30,9%) e PAM (-33,5%) e nos SHR o valor da PAS
foi de -54,6%, maior que nos WR. Os valores maximos para a PAD e PAM nos SHR
ocorreram aos 210 minutos e foram -49,8% e -51,1%, respectivamente. As
diferengas destes valores foram significativas, sendo a PAS 15,8%, a PAD 18,9% e
a PAM 17,6%, maiores nos SHR. Consequentemente, a resposta maxima mais
expressiva para hipotenséo, induzida por administragdo de PepTry, foi em ratos SHR
(Figura 32: A, B e C).

Nos graficos da figura 32: D e E estdo apresentados os maiores valores de
vasodilatagao renal nos WR (152,9%) aos 150 minutos, € nos SHR (192,2%), aos
210 minutos, sendo a diferenca entre estes de 39,3%. Quanto a vasodilatacao
aortica nos WR e SHR, observou-se maiores valores aos 210 minutos (158,7% e
169,9%), sendo a diferencga entre os dois modelos de 11,2%. Desse modo, a melhor
resposta maxima para vasodilatacdo aédrtica induzida por administracdo de PepTry
foi em ratos SHR.
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Figura 32: Resposta maxima induzida por PepTry (3,3 mg/kg) em ratos WR versus
SHR. A) Pressao Arterial Medial (PAM); B) Pressédo Arterial Sistdlica (PAS); C)
PresséoArterial Diastolica (PAD). D) Conduténcia Vascular Renal (CVR); E)
CondutanciaVascular Adrtica (CVA). Soro Fisidlogico (SF). Estatistica: Teste t de
Student — p <0,05.
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VI1.8.4 Analise da resposta maxima hipotensiva e vasodilatadora induzida por
intermédio das trés moléculas, BTCI e peptideos derivados, em ratos WR versus
SHR

As respostas maximas hipotensiva e vasodilatadora induzidas por meio das
trés moléculas nos ratos WR estdo apresentadas na figura 33: A, B e C.

A maior reducao dos valores dos parametros hemodinamicos PAS, PAD e
PAM na presenga de BTCI foram 40.3%, 39.5% e 39,8%, respectivamente (180
minutos). Do PepChy as respostas maximas hipotensivas foram: PAS (44.6%) e
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PAD (35,3%) (180 minutos) e PAM (36,3%) (120 minutos). Com o PepTry a redugéo

maxima ocorreu aos 150 minutos (38,8%, 30,9% e 33,5%, respectivamente). A

queda da pressao arterial sistélica foi maior com o PepChy (44.6%) e a pressao

arterial diastolica com o BTCI (39.5%).

Figura 33: Resposta maxima induzida por uso de BTCI (30,0 mg/kg), PepTry (3,3
mg/kg) e PepChy (3,3 mg/kg) em ratos WR. A) Pressao Arterial Sistélica (PAS); B)
Pressdo Arterial Diastolica; C) Pressao Arterial Medial (PAM); D) Condutancia
Vascular Renal (CVR); E) Condutancia Vascular Adrtica (CVA). Soro Fisiologico
(SF). Estatistica: Teste t de Student — p <0,05.
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Os valores de CVR e CVA aumentaram apds a administracdo de BTCI
(175,0% e 150,1%) aos 180 minutos; de PepChy (192,3% e 158,2%) aos 150
minutos; e PepTry, CVR de 152,9% (150 minutos) e a CVA 158,7% (210 minutos). O
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maior valor da condutancia vascular renal foi com o uso do PepChy (192,3%) e os
valores da condutancia vascular adrtica foram semelhantes para todos as moléculas
(Figura 33: D e E).

As respostas maximas hipotensiva e vasodilatadora induzidas pelas trés
moléculas nos ratos SHR estdo apresentadas na figura 34: A, B e C. A maior
reducdo dos valores de parametros hemodindmicos na presenga do BTCI foram
62,1%, 62,9% e 62,5%, respectivamente (210 minutos).

Figura 34: Resposta maxima induzida por uso de BTCI (30,0 mg/kg), PepTry (3,3
mg/kg) e PepChy (3,3 mg/kg) em ratos SHR. A) Pressao Arterial Sistélica (PAS); B)
Pressdo Arterial Diastolica; C) Pressao Arterial Medial (PAM); D) Condutancia
Vascular Renal (CVR); E) Condutancia Vascular Adrtica (CVA). Soro Fisiologico
(SF). Estatistica: Teste t de Student — p <0,05.
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Com o PepChy a resposta maxima hipotensiva PAS 59,9% e PAM 59,3% foi
aos 60 minutos, enquanto que a resposta maxima para a PAD (59,9%) ocorreu aos

180 minutos. Com o PepTry a redu¢cdo maxima da PAS aconteceu aos 150 minutos
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(54,6%), mas na PAD (49,8%) e na PAM (51,1%) foi aos 210 minutos. A queda da
pressao arterial sistolica e diastdlica foi maior com o uso do BTCI.

A resposta maxima da CVR com uso do BTCI e do PepTry ocorreu aos 210
minutos (178,0%, 192,2%, respectivamente) e com o uso do PepChy (205,0%) aos
120 minutos. Na CVA a resposta maxima com uso do BTCI e do PTRY ocorreu aos
210 minutos (180,3% e 169,9%, respectivamente) e com o uso do PepChy (205,8%)
aos 180 minutos. A maior vasodilatagao tanto da artéria renal como da artéria aortica
ocorreu na presenga do PepChy (Figura 34: D e E).

V1.9 Analise dos efeitos do BTCI, PepChy e PepTry na contratilidade ventricular
esquerda e vasodilatacdo coronariana

Os efeitos de BTCI, PepChy e PepTry na contratilidade ventricular esquerda e
vasomotricidade coronariana nos coragdes isolados sdo apresentados na figura 35:
A-L. Todas as moléculas mostraram mudangas expressivas na contratilidade
ventricular esquerda e na vasodilatagao coronariana.

A infusdo de BTCI promoveu aumento transitério seguido de reducado
significante da pressao sistdlica final do ventriculo esquerdo (LVESP, Enax: -17,83
14,34%, p <0,05) com taxa maxima de aumento da pressao ventricular esquerda
(dP/dtmax, Emax: -15,73 +5,22%, p <0,05) e taxa maxima de declinio da pressao
ventricular esquerda (dP/dtmin, Emax: -30,15 £7,21%, p <0,05) (Figura 35: A, D e G). O
BTCI promoveu vasodilatagdo coronaria observada pela redugcdo da pressao de
perfusdo (Emax: -38,08 15,77%, p <0,05) (Figura 35: J) sem alterar a frequéncia
cardiaca. O pré-tratamento com L-NAME atenuou os efeitos cardiacos do BTCI.

Da mesma forma que o BTCI, o PepChy induziu redugdo significativa no
LVESP (Emax: -18,13 £2,38%, p <0,05), dP/dtmax (Emax: -21,73 £3,03%, p <0,05) e
dP/dtmin (Emax: - 29,95 +4,08%, p <0,05) (Figura 35: B, E e H). Esse peptideo
também promoveu uma redugédo da pressao de perfusdo (Emax: -24,59 1£3,94%, p
<0,05) (Figura 35: K). Mas, o pré-tratamento com L-NAME aboliu esses efeitos.
Inesperadamente, o PepChy promoveu um aumento transitério no LVESP, dP/dtmax
e dP/dtmnin, € dt/dtmax € dP/dtmin na presenca de L-NAME (Figura 35: B, E e H). A
frequéncia cardiaca n&o foi alterada pelo PepChy.
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Figura 35: Efeitos do BTCI, PepChy e do PepTry nos coragdes de ratos isolados e
do tratamento com o inibidor de sintase do 6xido nitrico (L-NAME). (A-C) Efeitos do
PepChy, BTCI e do PepTry na Pressdo Sistolica Final do Ventriculo Esquerdo
(LVESP); (D-F) Taxa maxima de aumento da Pressao Ventricular Esquerda
(dP/dtmax); (G-1) Taxa maxima de declinio da Pressao Ventricular Esquerda (dP/dtnmin)
e (JL) Pressao de Perfusao. A linha pontilhada representa o comec¢o da infusdo dos
peptideos. Os dados sao relatados como média tEPM. *p<0,05, vs. linha de base, #
p <0,05, vs. entre pontos de tempo. ANOVA (Two-way) seguida por pos-teste de
comparacgao multipla de Sidak.
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A perfusdo com PepTry resultou na redugao significativa no LVESP (Emax: -
18,55 +2,70%, p <0,05), dP/dtmax (Emax: -17,89 £3,29%, p <0,05) e dP/dtmin (Emax: -
27,78 +4,15%, p <0,05) (Figura 35: C, F e |). Esse peptideo também induziu a
diminuicdo significativa na pressao de perfusao (Emax: -37,09 £5,12%, p <0,05)
(Figura 35: L). Nenhuma alteragéo foi observada no coragdo. O tratamento com L-
NAME apenas atenuou a redug¢ao da LVESP promovida pelo PepTry (Figura 35: C),
mas nao inibiu os efeitos sobre dP/dtmax, dP/dtnin Ou pressao de perfusao (Figura 35:
F,lel).

121



VII DISCUSSAO

Inicialmente, as caracteristicas fisico-quimicas e funcionais do inibidor BTCI
foram apresentadas visando a contextualizagao historica dos estudos realizados
com este inibidor ha mais de quarenta anos atras. Estes estudos iniciaram com o
isolamento e purificagdo em 1976 e posteriormente a caracterizagdo estrutural e
funcional, até os dias atuais, incluindo, principalmente estudos relacionados com o
tema desta tese, a hipertensio arterial.

A presséo sanguinea € a forga do sangue circulante as paredes das artérias
(GUYTON, 1984; PORTO, 2013). Araujo e Acuri (1998) afiangam a importancia da
manutengdo do oxigénio ser necessaria aos tecidos, e a remogao dos produtos
catabdlicos garante a preservacéo das condi¢des hemodinamicas. A pressao arterial
€ resultante do débito cardiaco e da resisténcia dos vasos periféricos, sendo
considerada um parametro significativo na avaliagdo do sistema cardiovascular. Para
garantir a nutrigdo tecidual é necessario que a tensao na parede arterial atinja
determinados niveis e, consequentemente, a pressao arterial seja mantida estavel e
constante.

Mundialmente, a hipertensdo arterial sistémica (HAS) esta associada as
principais causas de oObitos, a morbimortalidade cardiovascular, além de doengas
renais. A World Health Organization — WHO (2013) reforga ao informar que a HAS
representa um desafio global de saude publica, e estima-se que seja responsavel
por pelo menos 45% das mortes no mundo. Ja Abegunde e colaboradores em 2007
alertaram sobre a HAS estar associada com diabetes mellitus e suas complicacbes
nas modalidades cardiacas, renais e acidente vascular encefélico (AVE), bem como
sobre o impacto na produtividade do trabalho e da renda familiar.

E muito importante frisar que, quando a HAS é considerada um caso leve é
tratada com mudanca no estilo de vida, alimentacéo equilibrada e atividades fisicas.
Ja nos casos mais agudos/crébnicos € necessario o uso de medicamentos
vasodilatadores que contribuem para o relaxamento muscular que ira influenciar na
redugdo da resisténcia vascular periférica e na vasodilatagao arterial. O que nos
remete aos pesquisadores Law et al. (2009) quando relatam sobre a maioria das
classes de medicamentos em combinagdo e em doses baixas, proporcionarem

varios beneficios médicos em terapias anti-hipertensivas, assim como a prevengao
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de doengas renais, cardiovasculares e nao vasculares, a exemplo de glaucoma e
diabetes.

Outros pesquisadores como Bremner (2002); Erlund et al. (2008); Law et al.
(2009); Shukla et al. (2010) e Tamargo et al. (2015) previnem que mesmo que a
HAS seja facilmente diagnosticada e possa ser controlada por meio de intervengdes
farmacoldgicas, algumas drogas disponiveis para o tratamento da hipertensdo séo
ineficazes e/ou apresentam efeitos colaterais adversos em alguns pacientes, e tém
sido responsaveis por limitagdes e redugao da adesao dos tratamentos atuais.

Acrescenta-se aqui as dificuldades econdmicas para a aquisicao dos
medicamentos, além da escassez de medicamentos diversificados em farmacias
populares. Assim, €& importante identificar novas moléculas, como compostos
naturais e sintéticos ou modificados para o desenvolvimento de farmacos com
potencial terapéutico para o tratamento da hipertensdo e outras doengas
cardiovasculares (MANSO et al., 2015; WROBLEWSKA et al., 2013). Esses autores
vao de encontro a Organizagao Mundial da Saude (OMS) que recomenda politicas
publicas para o uso da medicina complementar nos sistemas de saude, abrindo
oportunidades para, cada vez mais, pesquisadores se interessarem em conhecer e
estudar as plantas com potencial farmacolégico na saude humana. Esses dados
apoiam Esteves (2010) quando afirma em sua tese que as proteases sao
consideradas alvos em potencial por estarem associadas a doencgas cronicas, e sao,
portanto, juntamente com os inibidores de proteases, campos de grande interesse
para as industrias farmacéuticas.

Chan et al. (2000) e Greenway et al. (2011) reforcam que as plantas
medicinais tém uma longa historia de uso para o tratamento da hipertensado, e sao
conhecidas por induzir hipotensdo com efeitos colaterais minimos; como é o caso da
familia de inibidores Bowman-Birk que tem sido utilizada com resultados
promissores nas areas: cardiovascular (ALVARES et al. 2014), inflamatéria, doencas
infecciosas e o cancer. Ja Gran et al. (2006) e Touil et al. (2008) afirmam que os
derivados de BBI quando testados em estudos da esclerose multipla mostraram
resultados positivos. E Sampath e Padmanablan (2008), expandiram o potencial da
aplicacao dos derivados de BBI para reproduzir um importante efeito inibitério na
protease viral NS3 que é essencial para a replicagao do virus da dengue.

Do mesmo modo, Kennedy (1993), Tikhonova et. al. (1994) e Kennedy (1998)

s&o unanimes ao afirmarem sobre os inibidores BBl de leguminosas que vém
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demonstrando capacidade antitumoral, suprimindo a transformacédo de células in
vitro e em sistemas modelos, ou seja, exibem uma extraordinaria atividade
anticarcinogénica e radioprotetora. Além disso, Losso (2008) em estudos in vivo
demonstrou a capacidade dos inibidores BBl em prevenir e, até mesmo suprimir, o
desenvolvimento de alguns tipos histologicos de canceres de colon, esbéfago e
pulmado. De antemao, Dell'aica et al. (2007) acrescentam que, possivelmente, o
referido efeito anticarcinogénico pode ser resultado da inibicdo proteolitica gerada
pelas células modificadas que necessitam das proteases para que ocorra metastase,
angiogénese, crescimento tumoral e proliferagao.

Joanitti et al. (2010) também demonstraram os efeitos citotoxicos induzidos
por BTCI em células de cancer da mama MCF-7 com os efeitos associados as
alteragdes morfologicas do nucleo e das mitocondrias. Inclusive, Mehdad et al.
(2016) com intuito de observar os efeitos pleiotropicos do BTCI, comprovaram que o
mesmo induz parada mitética e morte de células apoptoticas no cancer de mama
invasivo; indugdo a despolarizagdo da membrana mitocondrial; citotoxicidade em
células de adenocarcinoma da mama, mas de um modo dependente da dose,
estando ausente em células epiteliais mamarias normais.

Conforme citagbes de varios autores, o BTCI, que é um dos inibidores da
familia BBI, pode inclusive inibir a fungdo das células cancerosas. Mehdade et al.
(2016) citam estudo anterior onde ratificam o BTCI como forte atividade antitumoral
(testado in vitro) devido a sua capacidade para induzir a apoptose em relagao a
diferentes células de cancer da mama. Estes dados permitiram concluir que o BTCI
pode inibir a fungado das células cancerosas diretamente, bloqueando a cavidade do
nucleo do proteassoma 20S, e indiretamente, por geracdo de moléculas
intermediarias responsaveis por estresse oxidativo. Mehdad et al. afirmam ainda que
o BTCI é seguro, de baixo custo e pode ser usado como parte de uma dieta diaria.
Assim, o potencial do BTCI para terapias combinadas para o cancer da mama €
promissor.

Ja Meneghetti (2018) em estudos por fluorescéncia, calorimetria e
ultracentrifugacdo analitica caracterizou e analisou ensaios fisico-quimicos,
termodinamicos e estruturais do complexo BTCl-proteassoma 20S de
Saccharomyces cerevisiae que sugeriram a formagdo do complexo BTCI-
proteassoma 20S com uma estequiometria de 4.2 moléculas de inibidor para cada

proteassoma.
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O BTCI foi caracterizado fisico-quimicamente e estruturalmente como um
inibidor de protease de "cabecga dupla" que inibe a tripsina e a quimotripsina de
forma independente e simultanea por meio de seus dois locais reativos especificos
(P1), Lys® e Phe®, respectivamente (VENTURA e MORHY (1975); FACHETTI e
VENTURA (1984); FREITAS et al. (1997); BARBOSA et al. (2007); Esteves et al.
(2007). Brumana (2015), da equipe do Laboratério de Biofisica Estrutural da UnB,
em sua dissertagcdo assinala que tais caracteristicas fisico-quimicas podem
favorecer o potencial farmacolégico do BTCI. Barbosa et al. (2007) e Ventura e
Xavier-Filho (1966) afirmam que as propriedades bioquimicas e biofisicas do BTCI
sdo largamente caracterizadas sendo objeto de desenvolvimento biotecnolégico em
varias linhas de pesquisas como as citadas abaixo.

Em analises computacionais das interfaces BTCI-quimotripsina e BTCI-
tripsina, Honda et al. (2018) aplicaram dois métodos de mecéanica quantica
semiempirica (SQM) corrigidos para descrever quantitativamente a forga de todas as
interagcbes nao covalentes na interface dos complexos moleculares. Os métodos
usados por eles identificaram com sucesso a importancia no processo de inibigao da
F* e S'%° como sendo os residuos mais importantes que contribuem para a energia
de interagdo BTCI e quimotripsina.

O BTCI também foi testado como defensivo em lavouras. Conforme dito
anteriormente, o coledptero Anthonomus grandis € uma praga muito conhecida em
areas tropicais e subtropicais. Ao se alimentar dos frutos e botdes florais dos
algodoeiros acarreta graves danos as lavouras (HAYNES e SMITH, 1992; ALVES et
al., 1993). Por isso, objetivando reduzir a atividade proteolitica de enzimas digestivas
desse coleodptero, os efeitos de BTCI foram analisados por Franco et al. (2003), tanto
na fase larval e na adulta. Foi constatado que a inibicdo na atividade proteolitica e
modificagdes morfolégicas nas larvas incubadas com BTCI, impediram seu
desenvolvimento, demonstrando assim o potencial desse inibidor como efeito
antinutricional e controle dessa praga.

Como propriedades anti-hipertensivas in vivo e in vitro, o papel potencial
dessas moléculas na reducao da presséao arterial foi o propdsito do presente estudo,
que por sua vez foi motivado pelos efeitos inibitérios do BTCI relacionados aos seus
efeitos natriuréticos no modelo do sistema renal de ratos Wistar, conforme relatos de
Carvalho et al. (2008). Nesse estudo, esses autores demonstraram que o BTCI

aumenta a natriurese induzida pela guanilina por meio de um grande aumento no
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fluxo de urina; na excregéo de sédio (Na*); na taxa de filtracdo glomerular. Alvares et
al. (2014) em experimento com administragdo intravenosa em ratos, mostrou um
efeito protetor sobre a bradicinina em relacdo a clivagem das serinoproteases
plasmaticas, bem como a reducdo da resisténcia vascular com consequente
hipotens&do. E digno de nota ressaltar que nos dados de Carvalho et al. (2008) o
BTCI com a guanilina também induziu aumento expressivo na liberagdo osmolar.

Destaca-se ainda que, os resultados das alteragcdes na excrecao renal de sodio
e agualurina (pressao-natriurese) promovida pelo BTCI (Carvalho et. al., 2008)
podem, conforme relado por Guyton et al. (1972) e Guyton (1991), proporcionar um
efeito compensatorio na redugcdo da pressado arterial, diminuindo a resisténcia
vascular periférica.

Considerando todas estas propriedades funcionais do BTCI, no presente
trabalho de tese foi priorizado o estudo do efeito hemodinamico e cardiovascular
deste inibidor e seus peptideos derivados, PepChy e PepTry. Estas moléculas foram
testadas, in vivo, via gavagem, em ratos normotensos e naturalmente hipertensos,
visando avaliar as propriedades hipotensora e vasodilatadora. Adicionalmente, foi
avaliado o possivel mecanismo de ac&do destas moléculas, subjacente aos seus
efeitos hipotensores.

Ao comparar os resultados obtidos e considerando todos os parametros
hemodinamicos neste estudo envolvendo o BTCIl e os ratos WR e SHR machos,
pode-se afirmar que os efeitos mais expressivos foram nos SHR. Nestes ensaios,
nas duas primeiras horas, os dois modelos de ratos estudados, apresentaram um
decréscimo acentuado dos valores hemodinamicos. Quanto aos resultados dos
parametros cardiovasculares, como FC, FSR e FSA, ao serem analisados e
comparados ao final dos ensaios, estatisticamente n&do foram considerados
significativos. Nas condutancias vasculares renal e adrtica, o efeito do BTCI nos WR
foi maior em menos tempo de experimento, em concordancia com os resultados
obtidos por Alvares et al. (2014). Em contraste, os efeitos de vasodilatagdo renal e
aortica foi maior nos SHR.

Quanto aos peptideos derivados do BTCI, PepChy e PepTry, se torna
importante citar o ensaio de Pinheiro (2009) sobre o deslocamento na bicamada
lipidica na presenca desses peptideos. Os resultados obtidos por ele indicam que as
moléculas predominantemente hidrofilicas tendem a se associarem fortemente a

regido interfacial aguallipideo, ja as hidrofébicas tendem a se estabilizarem no
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centro da bicamada. Esses dados indicam que ha uma grande influéncia das
propriedades fisico-quimicas de cada um dos peptideos e no modo como estes se
inserem na membrana. O autor ainda diz que esse conhecimento é importante para
a engenharia biotecnolégica, tendo em vista a obtengéo de propriedades desejaveis
para o transporte de moléculas especificas, além de maior estabilizacdo dessas
moléculas no interior da membrana; aumento de velocidade da insergdo e
estabilizacdo de agregados, reforcando o que seria relevante para o
desenvolvimento de veiculos para entrega de drogas no interior da célula. Lindsay
em 2002 afirmou que, por serem pequenas sequéncias, e por meio de motivos ricos
em residuos carregados positivamente, essas moléculas conseguem rapidamente
se translocar por intermédio da membrana celular, tanto in vitro quanto in vivo.

Além do mais, torna-se relevante dizer que os peptideos derivados de
alimentos e com propriedades anti-hipertensivas receberam atencdo especial nos
ultimos anos, sendo que, a maioria desses peptideos tiveram seus mecanismos e
propriedades demonstradas por ensaios in vitro e in vivo em modelos animais e
humanos (MARTiNEZ—MAQUEDA et al., 2012).

Assim, neste estudo, os peptideos bioativos derivados de BTCI foram
projetados para conter locais reativos para quimotripsina (PepChy) e tripsina
(PepTry) e foram capazes de inibir as proteases com menor afinidade que o BTCI
como indicado pelas constantes de inibicdo estimadas neste trabalho.
Comparativamente, a menor afinidade dos peptideos pode ser devida a falta de
regides estruturais, como as que estabilizam toda a interface do complexo BTCI-
protease. Isso esta de acordo com dados relatados anteriormente, nos quais
peptideos ciclicos da familia BBI com residuos de aminoacidos adicionais apos a
ligacdo dissulfeto apresentaram uma atividade inibitéria mais alta contra as
proteases (NISHINO et al., 1975; GARIANI e LEATHERBARROW, 1997).

O que leva a considerar que na presenca de BTCI e PepChy foi observado
nos ratos WR e SHR declinio gradual em todos os paradmetros hemodinamicos, e o
maior efeito hipotensor foi observado nos ratos SHR. As alteragcbes nos parametros
cardiovasculares FC, FSR e FSA, de ambas espécies estudadas, ndao foram
consideradas significativas. J& na CVR e CVA ficou demonstrado maior efeito
positivo nos modelos SHR. Os resultados obtidos neste estudo s&o consistentes
com os dados da literatura onde ensaios com peptideos bioativos sdo descritos por
Yang et al. (2004) e Aluko (2015) como agentes redutores da pressao arterial por
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atividades decrescentes de renina ou enzima conversora de angiotensina (ECA), e
pela regulacéo da via de sIntase do oxido nitrico.

Resultados similares, como o declinio gradual dos parametros
hemodinamicos, foram obtidos na presenca do PepTry, sendo constatado que o
maior efeito hipotensor ocorreu nos ratos SHR. Da mesma forma, as alteragbes dos
parametros cardiovasculares FC, FSR e FSA, tanto nos WR’s e nos SHR’s nao
foram consideradas estatisticamente significativas. Mas, os WR’s e os SHR’s tiveram
com o uso do PepTry, aumentos significativos compativeis com efeitos de
vasodilatagbes das artérias renal e aodrtica. Sendo evidenciado o maior efeito de
vasodilatagdo (CVR e CVA) no SHR. Os resultados obtidos com o PepChy e o
PepTry corroboram os de McBride et al. (2002) quando enfatizam ser encontrados
na literatura diversos exemplos de peptideos derivados de inibidores de
serinoproteases da familia Bowman-Birk que preservam fungao inibitéria semelhante
a molécula de origem.

Sabe-se também que os peptideos ciclicos com nove residuos de
aminoacidos estabilizados por uma ligacao dissulfeto, que é o caso do PepTry e
PepChy, podem ser testados e utilizados como um inibidor natural da protease,
considerando-se as atividades inibitérias contra tripsina e quimotripsina por
intermédio dos sitios reativos de Lys®® e Phe®, respectivamente, bem como a rigidez
estrutural e estabilidade dessas moléculas (GARIANI E LEATHERBARROW, 1997;
NISHINO et al., 1975). Portanto, com base nas propriedades estrutural e inibitéria do
BTCI e seus peptideos, bem como os efeitos natriuréticos e hemodinamicos do
BTCI, os efeitos hipotensores por meio da resisténcia vascular periférica e sintase
endotelial do 6xido nitrico (eNOS)/6xido nitrico (NO) (eNOS/NO) in vivo e ex vivo,
respectivamente, foram também investigados no presente estudo.

Como pode ser observado nos dados coletados, esses peptideos
promoveram relaxamento vascular e consequentes efeitos hipotensores in vivo.
Destaca-se ainda os efeitos do PepChy, uma vez que esse peptideo promoveu
expressiva vasodilatacdo adrtica em ratos SHR (Figura 24: H). As respostas
hipotensivas, mediante administracdo de peptideos via gavagem, foram mais
expressivas em SHR do que em WR. Em resumo, os resultados obtidos in vivo, via
gavagem do BTCI e seus peptideos relacionados foram os seguintes: 1) O BTCl e
os peptideos relacionados promoveram diminuigdo da PAS e PAD e vasodilatagéo
renal e adrtica em ratos WR e SHR; 2) A diminuicdo na PAS, PAD e vasodilatagao
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aortica promovidas por BTCI e PepChy sdo mais expressivas em SHR que em WR;
3) A reducao na PAS, PAD e vasodilatagédo renal causadas pela administracao do
PTRY sdo mais expressivas em SHR que em WR. Estes resultados demonstram
que o BTCl e os peptideos relacionados tém efeitos anti-hipertensivos e
vasodilatadores. Além disso, os presentes achados destacam o possivel potencial
terapéutico desses compostos no tratamento da hipertenséo.

Os peptideos bioativos teém sido descritos por Yang et al. (2004) e Aluko
(2015) como agentes redutores da pressao arterial por atividades decrescentes de
renina ou enzima conversora de angiotensina (ECA), e pela regulagédo da via de
sintese do NO. Em 1995 e 2014, Nakamura et al. e lwaniak et al., respectivamente,
destacaram que os peptidios bioativos com alta poténcia anti-hipertensiva foram
projetados com base na posicdo de clivagem de aminoacidos da cadeia lateral.
Alguns deles contendo residuos carregados (arginina e/ou lisina), hidrofébicos
(valina, isoleucina, prolina) e principalmente aminoacidos aromaticos (fenilalanina,
tirosina) foram identificados como inibidores potentes da ECA e agentes anti-
hipertensivos. Em 2016, Iwaniak et al., reportaram sobre uma base de dados
BIOPEP (http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/pl/biopep) de peptideos
biologicamente ativos onde estdo incluidos inibidores da ECA e o sequenciamento
de aminoacidos. No entanto, até o momento, os peptideos ciclicos derivados de
BBI's, como os do BTCI, que possuem sitios reativos formados por residuos de
aminoacidos com carga aromatica e positiva, ndo foram investigados como agentes
anti-hipertensivos e nem constam nesse banco de dados.

Como observado, a concentragdo maxima de ECA na inibicdo de BTCI foi
maior (300 yM) em comparagédo com a inibigdo de tripsina e quimotripsina (6 uM e
40 pM, respectivamente), indicando que o BTCI € um inibidor mais potente contra a
tripsina e quimotripsina do que a ECA. Portanto, as diferencas maximas de
concentracdo para inibir a ECA pelo BTCI em comparacdo com essas proteases
podem ser atribuidas a diferengas conformacionais do sitio ativo da ECA levando a
impedimentos estéricos que evitam ou dificultam a interacdo ideal entre as
moléculas de BTCI e ECA.

Yang et al. (2004) e Aluko (2015) acrescentam que, geralmente os efeitos
redutores da pressdo sanguinea de drogas ou compostos quimicos e peptideos
bioativos estdo relacionados com a capacidade de modular o sistema renina-

angiotensina por intermédio de inibicdo da renina ou da enzima conversora da
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angiotensina. Nos ensaios in vitro desenvolvidos neste trabalho de tese foi
demonstrada a agao inibidora da ECA pelo BTCI, PepChy e PepTry em um padréo
dose-dependente, apresentando valores de ICso estimados como 54,6 + 2,9 uM;
24,7 +£1,1 uMe 24,4 + 1,1 uyM, respectivamente.

Essas atividades inibitorias de BTCI e peptideos contra a ECA pode ser
principalmente devido a presenga dos aminoacidos basicos (lisina) e hidrofobicos
(fenilalanina) nas algas reativas que também determinam a poténcia de inibicéo de
proteinas e peptideos de proteases de tripsina e de quimotripsina. Nas trés
moléculas, BTCI e peptideos, o grupo e-amina com carga positiva derivado da lisina
(K*®), e a oclusdo do local ativo por interagdes com fenilalanina (F**), podem ter
fechado para o local ativo da ECA.

E digno de nota que os peptideos contendo tirosina C-terminal, fenilalanina,
triptofano, prolina, lisina, isoleucina, valina, leucina e arginine, carregados
positivamente e alguns hidrofébicos (prolina, isoleucina, valina e leucina), como o
BTCI foram caracterizados como fortes inibidores da ECA e agentes anti-
hipertensivos (IWANIAK et al., 2014). Além disso, os valores 1Cso de BTCI, PepChy
e PepTry estdo de acordo com os peptideos inibidores da ECA, derivados de varias
proteinas, e depositados no banco de dados BIOPEP (IWANIAK et al., 2016).

Os efeitos inibitérios da ECA pelo PepChy e PepTry foram consistentes com
os dados da simulagdo computacional por docking molecular. Como observado na
Figura 20, a fenilalanina hidrofébica e a lisina, nos dois inibidores, fazem as mais
importantes interagdes hidrofobicas e eletrostaticas, respectivamente, no sitio ativo
da ECA, e sdo responsaveis, portanto, por inibir a atividade enzimatica da ECA.

A simulagdo de acoplamento molecular mostrou que a interagao entre os dois
peptideos e a ECA ocorre com os principais residuos de aminoacidos dentro do sitio
catalitico da enzima que consiste em E411, Y523, V518, H353, H513, E384, A354,
Y520, E384, bem como com o ion Zn?*. A estabilidade da interagdo dos peptideos
na ECA é representada pelos valores da energia de ligacdo, que € dependente do
numero de ligagbes de hidrogénio, interagbes hidrofobicas e eletrostaticas, bem
como interacdo com o ion Zn**. Normalmente, a alta estabilidade esta relacionada
com a inibigao, representada pelo menor valor de ICs.

Os melhores resultados foram obtidos para PepChy e PepTry no local ativo
da ECA, proximo ao ion Zn?*. Conforme dados de docking molecular e de ICsp, 0s
menores valores de energias de ligagcao foram cerca de -11,0 kcal/mol e ICsp 24,0
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MM, respectivamente, os quais s&o compativeis com a alta estabilidade do complexo
ECA-peptideos.

Os peptideos se ligam a bolsa do sitio ativo da ECA por intermédio de
ligacbes de hidrogénio, forcas hidrofébicas e eletrostaticas. Os aminoacidos dos
peptideos PepChy e o PepTry também estdo ligados por meio de F3 e K3,
respectivamente, com cadeias laterais especificas de aminoacidos da ECA
responsaveis pela coordenacédo do zinco, como E411, H383, E384, por interagdes
ion-dipolo e eletrostatica. Tem sido relatado que essas mesmas interacdes
desempenham papel importante na estabilizacdo da interface dos complexos de
ECA com captopril e analagos, como o enalapril, lisinopril e selénio (NATESH et al.,
2003; AKIF et al., 2011). Portanto, esses resultados sugerem que essas interagdes
contribuem para a estabilizacdo do complexo ECA-peptideo, o que leva a atividade
inibitéria da ECA. Finalmente, esses resultados apontam as importantes
propriedades anti-hipertensivas in vitro e in vivo e um papel potencial dessas
moléculas na reduc¢ao da pressao arterial.

Além da acdo antihipertensiva relacionada com a inibicdo da renina ou da
enzima conversora da angiotensina (ECA), Yang et al. (2004) e Aluko (2015), ainda
ressaltam que os efeitos redutores da pressédo sanguinea de drogas ou compostos
quimicos e peptideos bioativos estdo relacionados também com o aumento de 6xido
nitrico produzido pelo aumento da atividade da sintase endotelial de éxido nitrico
(eONS), o que promovem o alargamento dos vasos sanguineos nos musculos.

Os dados resultantes desta pesquisa evidenciaram que a administracdo por
gavagem de BTCI e seus peptideos derivados promoveu diminuigdo de PAS e PAD
e aumento de CVR e CVA em ratos WR e SHR, que indicam vasodilatagdo das
artérias renal e aortica, responsaveis pela hipotensdo observada. Todos os
resultados sdo consistentes com os dados obtidos anteriormente por Alvares et al.
(2014) que, por administragao intravenosa, demonstrou que o BTCI tem um efeito
protetor sobre a bradicinina em relagdo a clivagem das proteases de serina no
plasma e promoveu vasodilatagao e respostas hipotensoras em ratos WR’s.

Vale lembrar que os resultados aqui obtidos sdo consistentes com os reportados
para peptideos bioativos, proteinas hidrolisadas e compostos comerciais que
reduzem a PAS e a PAD e aumentam a vasodilatacéo renal e adrtica (YANG et al.,
2004; MARTINEZ-MAQUEDA et al., 2012; IWANIAK et al., 2014). Conforme dito

acima e em paragrafos anteriores, os primeiros relatos do efeito in vivo natriurético,
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glomerular na excregdo renal de sodio e agua e o efeito hipotensor de inibidores de
proteases da familia Bowman-Birk, especificamente o BTCI, foram feitos em 2008 e
2014 pelo nosso grupo, envolvendo professores/pesquisadores da UnB (grupo de
biofisica molecular e grupo de toxinologia) e colaboragdo cientifica de
professores/pesquisadores da UFC (Fortaleza/CE), Universidade Presbiteriana
Mackenzie (Sdo Paulo/SP), UFG (Goiania/Go) (grupo de neurociéncia e fisiologia
cardiovascular) (Carvalho et al., 2008; Alvares et al., 2014). Adicionalmente, o
presente trabalho de tese € o primeiro relato do efeito hipotensor, por administragcéo
in vivo por gavagem, de inibidores e de peptideos derivados de um inibidor da
familia Bowman-Birk, especificamente o BTCI.

O PepTry e o PepChy também promoveram relaxamento vascular e
consequentes efeitos hipotensores in vivo. Também ficou demonstrado que as
respostas hipotensivas observadas pela administragdo de peptideos foram mais
expressivas em SHR que em WR. Destacam-se os efeitos PepChy, uma vez que
esse peptideo promoveu vasodilatagdo adrtica expressiva em SHR. Relacionados
ao tratamento da hipertensao, esses resultados apontam para um possivel potencial
terapéutico do BTCI e seus peptideos.

E notério o conhecimento sobre o sistema renina-angiotensina (SRA)
desempenhar um papel determinante tanto na regulacdo da pressao arterial como
na homeostase eletrolitica. Peach (1977); Natesh et al. (2003) e Beuschlein (2013)
sdo unanimes sobre a ECA catalisar a degradacao da pressao arterial, diminuindo a
bradicinina que é responsavel pela liberagdo de prostaciclina e 6xido nitrico (ON)
nos vasos sanguineos. Esse sistema de liberagdo de 6xido nitrico foi testado em
ensaios ex vivo para BTCIl, PepChy e PepTry, considerando seus efeitos
hipotensivos expressivos observados em ensaios in vivo. Esses peptideos foram
capazes de promover vasodilatacdo coronariana, observada pela reducdo na
pressao de perfusao dos coragdes isolados. Esses achados estdo de acordo com o
aumento da condutancia vascular observada nos ensaios in vivo. Além de que,
observou-se a vasodilatagdo coronaria induzida por BTCI ou PepChy foi atenuada
pela inibigdo da oxido nitrico sintase. Entretanto, o pré-tratamento com L-NAME nao
alterou a redugao da pressao de perfusdo induzida pelo PepTry.

Assim, a vasodilatagao coronaria induzida por PepTry parece ser mediada por
uma via independente do 6xido nitrico. Mais investigagdes s&o necessarias para

entender melhor esse efeito. Além disso, observou-se que o BTCl e o PepChy
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promoveram efeito inotropico negativo em coragdes isolados que foi inibido pelo
inibidor nao seletivo de ONS, denominado L-NAME.

O envolvimento da via da eONS/ON no ténus vascular das artérias coronarias, na
contratilidade miocardica tem sido relatado em estudos anteriores (GODECKE et al.,
1998; SOUZA et al., 2013; MASSION e BALLIGAND, 2003; ZHANG et al., 2014). A
alta concentragdo do ON pode aumentar a produgdo da cGMP ativando a guanilina
ciclase, resultando na ativacdo de uma proteina quinase dependente de GMPc
(PKG). A ativagédo da PKG pode bloquear os canais de Ca2" tipo L na membrana
plasmatica do cardiomiocito e reduzir a contratilidade ventricular (MASSION e
BALLIGAND, 2003; SOUZA et al., 2013). Acresce assim uma ressalva sobre o pré-
tratamento com L-NAME que néo foi capaz de atenuar os efeitos do PTRY sobre a
contratilidade cardiaca, sugerindo novamente que o Oxido nitrico ndo esta envolvido
nos efeitos provocados por esse peptideo.

Além de afirmarem que geralmente, os efeitos redutores da pressao
sanguinea de drogas ou compostos quimicos e peptideos bioativos estédo
relacionados com a capacidade de modular o sistema renina-angiotensina pela
inibicdo da renina ou da enzima conversora da angiotensina (ECA), (Yang et al.
(2004) e Aluko (2015) acrescentam: e também pelo aumento da via endotelial
sintase do 6xido nitrico (eONS) para aumentar o ON.

Como é de conhecimento, o efeito dos medicamentos para baixar a pressao
arterial, reduzindo o risco de doencas cardiovasculares e AVC, esta associado a
reducdo da pressdo arterial sistolica ou diastdlica, além da acdo no sistema
relacionado a atividade da ECA e da ONS. Da mesma forma, os dados acima
demonstram que a administragado de BTCI e peptideos promoveu diminuigao de PAS
e PAD e aumento de CVR e CVA em ratos WR e SHR, inibiu a atividade enzimatica
da ECA e, 0 BTCI e o PepChy promoveram efeito inotrépico negativo (diminuicao da
forca de contragdo) em coragdes isolados, que foi inibido pelo inibidor ndo seletivo
de ONS, L-NAME. Estes resultados indicam que estas moléculas, principalmente o
BTCIl e PepChy, promoveram vasodilatagdo das artérias renal e adrtica, o que
possivelmente leva a hipotensao observada.

Todos os resultados deste trabalho sdo consistentes com outros dados que
demonstraram o aumentou a natriurese induzida pela guanilina mediante aumento
no fluxo de urina, na excregéo de Na* e taxa de filtragdo glomerular (Carvalho et. al.,
2008) e a modulagao da agao hipotensora da bradicinina e de analogos, Bks e Bk,
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na presenga do BTCI, que potencializou o efeito destes peptideos inibindo a
clivagem destes por serinoproteases plasmaticas (ALVARES et al.,, 2014).
Evidencia-se ainda que os resultados obtidos nesse estudo sao consistentes com os
mencionados para peptideos bioativos, proteina hidrolisada e compostos comerciais
que reduzem a PAS e PAD, do mesmo modo que o aumento da vasodilatagio renal
e aodrtica (YANG et al., 2004; MARTINEZ-MAQUEDA et al., 2012; KOYAMA, M. et
al., 2013).
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VIIl CONCLUSAO

Ao comparar os resultados obtidos nesse estudo, via gavagem, e
considerando todos os parametros hemodinamicos e cardiovasculares envolvendo o

BTCI e seus peptideos derivados e os ratos WR e SHR, pode-se concluir:

= O BTCI e os peptideos relacionados promoveram relaxamento vascular e
consequentes efeitos hipotensores in vivo em concordédncia com O0s
resultados obtidos, via intravenoso, de BTCI por Alvares et al. (2014) e os
ensaios com peptideos bioativos descritos por Yang et al. (2004) e Aluko
(2015) como agentes redutores da pressao arterial. Comprovando assim
efeitos anti-hipertensivos e vasodilatadores e possivel potencial terapéutico
dos compostos analisados no tratamento da hipertensao.

» |nfere-se que o BTCI €& um inibidor mais potente contra a tripsina e
quimotripsina do que a ECA. As diferengas maximas de concentragdo para
inibir a ECA pelo BTCI em comparagdo com essas proteases podem ser
atribuidas a diferengcas conformacionais do sitio ativo da ECA levando a
impedimentos estéricos que evitam ou dificultam a interacdo ideal entre as
moléculas de BTCI e ECA.

» Os resultados obtidos com o PepChy e o PepTry corroboram os resultados de
McBride et al. (2002) sobre os peptideos derivados de inibidores de
serinoproteases da familia Bowman-Birk preservar fungdo inibitéria

semelhante a molécula de origem.

= Os peptideos pesquisados foram capazes de inibir as proteases com menor
afinidade. Comparativamente, essa menor afinidade pode ser devida a falta
de regides estruturais como aquelas que estabilizam a interface do complexo
BTCl-protease.

» Deduz-se ainda que os dados obtidos por docking molecular e nos ensaios in
vitro onde foi demonstrada a acado inibidora da ECA pelo BTCI, PeChy e

PepTry em um padrao dose-dependente, levando a crer que essas atividades
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inibitérias do BTCI e peptideos contra a ECA pode ser principalmente devido
a presenca dos aminoacidos basicos (lisina) e hidrofobicos (fenilalanina) nas
alcas reativas que também determinam a poténcia de inibicdo de proteinas e
peptideos de proteases de tripsina e de quimotripsina.

= A vasodilatacdo coronaria induzida por BTCI ou PepChy foi atenuada pela
inibigdo da oxido nitrico sintase. Entretanto, o pré-tratamento com L-NAME
nao alterou a reducdo da pressdo de perfusdo induzida pelo PepTry.
Subentendendo que a vasodilatagdo coronaria induzida por PepTry parece
ser mediada por uma via independente do oxido nitrico. Mais investigacdes

sdo necessarias para entender melhor esse efeito.

Conclui-se ainda que, em conjunto, os resultados obtidos no presente
trabalho mostram que tanto o BTCI como os peptidos derivados, PepChy e PepTry,
promoveram hipotensdo e vasodilatagdo coronariana, e também reduziram a
contratilidade ventricular esquerda. Esses efeitos se assemelham aos de drogas
anti-hipertensivas a exemplo dos bloqueadores dos canais de calcio ou dos

peptideos que aumentam a atividade da via do 6xido nitrico.

Perspectivas

Diante desses resultados, outros estudos sado necessarios para elucidar
completamente o mecanismo desse efeito anti-hipertensivo, incluindo, por exemplo,
a agao sobre o potencial na aplicagao destas moléculas em recepto(s) de membrana
acoplados a proteina G, envolvido na transducao de sinais celulares; a toxidade; os
efeitos colaterais cardiovasculares por meio de tratamento a longo prazo e os efeitos

combinados dos dois peptideos em questéao.
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Tabela 2: Média padrao das variaveis hemodinamicas PAM, PAS e PAD utilizando SF
(0,9%) e BTCI (30,0 mg/Kg), em escala temporal de 360 minutos , via gava-
gem, em ratos WR (n=6) - ANOVA (two way).

TEMPO PAM (mmHg) PAS (mmHg) PAD (mmHg)

(minutos) BTCI SF BTCI SF BTCI SF
Basall =-10 107.4 2.4 111.7 0.9 140.0 1.5 142.6 +1.0 91.143.1 96.2+1.3
Basal2=0 107.7 +2.3 111.6 +0.8 140.1 £1.3 142.3+1.1 91.5 £3.0 96.3 #1.3

30 95.3 +2.4 107.5 1.7 129.2 1.9 141.1+2.4 78.3 3.1 91.6+2.1
60 93.5 #4.3 112.9+2.7 126.5 +4.1 146.3 3.0 77.14.7 96.1+2.5
90 74.6 13.6 112.0+4.4 107.0 3.6 145.2+4.7 58.2 3.7 95.6+4.3
120 709 5.3 107.143.2 102.0 +6.3 141.2+3.6 55.3 ¥4.9 90.1+3.0
150 70.5 ¥2.7 107.5£3.6 103.1 £3.0 141.8 3.5 54.2 +2.7 90.3 #3.7
180 67.6 #4.1 108.7 £3.1 99.7 £5.4 143.0+2.9 51.7 3.5 91.7#3.3
210 71.7 +4.4 108.1+3.1 105.6 5.6 142.7 +3.4 54.7 3.8 90.8 +3.0
240 71.6 5.9 108.8 +2.8 103.6 £6.5 141.6 £3.0 55.8 5.8 92.3+2.8
270 70.4 3.0 107.8+2.2 105.8 +4.2 142.3+2.2 52.7 2.7 90.8 +2.1
300 69.8 +2.9 109.3+3.9 105.2+3.4 145.4 +4.0 52.0 3.1 91.2+3.8
330 72,9 3.7 106.8 +4.1 110.4 +4.0 142.2 +4.2 54.2 3.7 89.1+4.1
360 729 #4.1 108.7 +#4.1 109.4 +4.2 143.2+4.2 54.5 +4.3 91.6 #4.1
*EPM

Tabela 3: Média padrédo das variaveis hemodindmicas PAM, PAS e PAD utilizando SF
(0,9%) e BTCI (30,0 mg/Kg), em escala temporal de 360 minutos, via gava-
gem, em ratos SHR (n=6) — ANOVA (two way).

TEMPO PAM (mmHg) PAS (mmHg) PAD (mmHg)
(minutos) BTCI SF BTCI SF BTCI SF
Basal 1=-10 | 140.2#2.4 137.7+1.8 175.4#2.9 177.0#3.2 121.3%2.7 118.0%2.0
Basal2=0 | 140.3#2.5 137.6%2.0 175.4%25 177.0#33 121.4#3.0 117.8#2.1
30 106.99.0 136.1+1.4 145285 179.8+#25 90.3+11.3 114.442.0
60 94.945.8 133323 134.3#6.3 176.8+3.6 76.2#7.1  109.7%3.3
90 91.446.6 132.9%1.6 130.0%7.5 177.6+2.8  72.4+7.7 110.6+2.0
120 88.417.5 132122 128.6%8.6 174.2+23  70.6+8.5 111.0+2.8
150 88.745.3  131.1#2.6 129.5#5.8 174.6+2.5 70.3#6.0 109.2%3.3
180 82.6+2.0 129.9+2.9 121.6%2.4 173.7+34  64.4+2.4 108.0+3.1
210 77.743.7  127.4+3.6 113.3#4.8 171.0+3.8 59.9#4.1  105.5+4.0
240 83.5%6.1 1284132 122.2#7.5 171.8+45 ¢g584+6.6 107.1%3.3
270 85.8+3.4  126.2#32 127.9#3.7 172.6+39  6.7+3.4  103.0%3.3
300 86.9+4.2  124.8#3.1 130.7%5.2 172.8+4.0  5.345.1  100.7+3.1
330 88.6+2.9 123.6+3.8 133.3%29 171.5+43  66.8#4.0  99.7+3.7
360 86.2%2.9  123.1:4.0 130.1#2.9 172.6%5.2  62.7#5.2  98.63.7
+EPM
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Tabela 4: Média padrao das variaveis cardiovasculares FC, FSR e FSA utilizando SF
(0,9%) e BTCI (30,0 mg/Kg), em escala temporal de 360 minutos, via gava-
gem, em ratos WR (n=6) - ANOVA (two way).

TEMPO FC (bpm) FSR (%) FSA (%) \
(minutos) BTCI SF BTCI SF BTCI SF
Basal1=-10 = 368.6#19.1  375.4$120 100.0:0.0  100.0:0.0 100.0%0.0  100.0%0.0
Basal2=0 370.1+19.4  380.7#13.4  1005%0.5  99.6 0.4  100.0:0.3  100.30.3
30 366.7+15.5 3614175  108.7%2.6 860 $25 1042323  97.7 +14
60 356.3 +15.8 361.0 £14.5 115.1 15.7 85.6 4.9 103.0 2.9 94.6 £2.4
90 333.9+11.9 34504193 1156#8.8  87.8 51 963 32 917 437
120 328.5 +10.6 340.9 £17.3 111.8 9.6 93.2 #5.3 94.6 6.4 92.5 3.2
150 332.7 +11.2 344.2 +19.2 114.8 £12.5 100.4 £6.1 95.8 4.2 93.3 £2.4
180 334.2+10.8  349.9#125 109.9+10.7 968 $52  93.8 #43  95.1 #3.6
210 3507155 35494186 1143125 944 $30 935 £87  98.4 #2.1
240 352.5+16.7 355.6+189 104.2%16.5  99.2 $43  87.9 +9.4  97.3 +1.4
270 355.6+12.2 34824206 100.4+19.4 100625 825%10.5  99.0 1.9
300 354.7 +14.3 359.7 £18.5 93.4 +19.6 97.9 2.8 78.4 £11.5 95.1 £2.1
330 360.5 +16.2 369.8 £16.8 91.4 +20.5 98.4 13.6 75.1+12.4 94.9 1.6
360 359.3+17.4 358.8 +21.7 92.7 +20.5 97.9 +3.3 73.8112.9 95.1 +1.4
+ EPM

Tabela 5: Média padrao das variaveis cardiovasculares FC, FSR e FSA utilizando
SF (0,9%) e BTCI (30,0 mg/Kg), em escala temporal de 360 minutos,
via gavagem, em ratos SHR (n=6) — ANOVA (two way).

TEMPO FC (bpm) FSR (%) FSA (%) \
(minutos) BTCI SF BTCI SF BTCI SF
Basal1=-10 | 375.1+8.0  378.9 #9.7 100.0 +0.0 100.0+0.0  100.00.0  100.0+0.0
Basal 2=0 375.9 18.1 377.9 +10.4 100.8 0.4 99.8 0.6 100.6 +0.2 99.8 +0.2
30 350.2 9.3  368.9 6.4 96.0 6.1 86.6 +6.4  98.8 2.2  92.1 #2.2
60 346.6 £7.9  362.1+12.0 93.7 6.8 88.8 +6.4  97.9 #3.4 945 #3.8
90 351.9 4.2 363.2£10.1 100.0 7.7 93.0 #5.1  101.6#6.0  99.8 #5.1
120 351.6 ¥9.4  367.2 #9.2  103.8 #9.5 93.4 5.7  102.216.5  97.9 #5.1
150 362.7 9.5  378.1+11.5 108.2#10.4  97.5 +7.3  100.5%6.9  102.7 5.9
180 369.1#15.9  373.1 #9.8 1013 #5.3  101.8 #+7.4 102.2#9.3  105.3 +4.4
210 378.2#15.9  371.3 #7.3 99.3 #8.7  102.9 +8.6 101.6%11.1 106.0 +4.4
240 382.0+15.1  371.3 #6.0  100.8 #5.4  108.0+10.9 100.1%10.4 106.3 +4.3
270 390.3#12.7  380.7+11.6  103.4 #4.4  1053+10.0 98.6%8.9  106.3 #3.7
300 390.4+12.2  359.8 +88  101.6 #45 1045 #9.0 99.3#8.7  104.4+3.6
330 393.0+12.0  365.5 8.0 99.1 #2.6 102.8 +8.0  95.78.9 1049238
360 387.1#15.3  371.2 #7.0 95.6 +2.4 1049 7.9 925185  104.1%3.6
+EPM
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Tabela 6: Média padrao das variaveis cardiovasculares CVR e CVA utilizando SF

(0,9%) e BTCI (30,0 mg/Kg) em escala temporal de 360 minutos, via
gavagem, em ratos WR (n=6) - ANOVA (two way).

+ EPM

BTCI
100.0 +0.0
100.2 +0.5
122.7 +4.3
133.3 +8.4
166.8 £11.3
169.5 8.8
173.9 +17.3
175.0 £15.3
169.9 +12.5
153.0 +14.3
153.5 +29.1
141.8 +26.3
130.9 +26.3
132.4 +25.3

SF
100.0 £0.0

99.7 +0.5
89.5 +34
84.8 +4.9
88.3 +6.3
97.5 £5.7
105.5 +8.5
100.3 £7.5
97.6 +2.8
101.9 +£3.8
104.1 +1.1
100.2 +1.7
103.1 +2.2
100.7 £2.1

BTCI
100.0 +0.0

99.7 0.3
117.8 +4.5
122.7 +3.3
135.7 7.2
144.0 5.4
145.6 +2.8
150.1 6.5
140.7 +11.3
132.0 +10.8
126.8 +16.1
120.0 +16.6
109.1 +16.4
106.3 +16.4

SF
100.0 +0.0

100.4 +0.4
101.7 +2.5
93.9 +3.6
92.3 +5.6
96.8 +4.2
97.4 +3.5
98.3 5.3
102.0 £3.2
100.0 +1.3
102.7 £2.5
97.5 +2.7
99.7 +3.0
98.2 +2.8

Tabela 7: Média padrao das variaveis cardiovasculares CVR e CVA utilizando SF
(0,9%) e BTCI (30,0 mg/Kg) em escala temporal de 360 minutos, via
gavagem, em ratos SHR (n=6) - ANOVA (two way).

*+ EPM

VR |70

BTCI

100.0 *+0.0
100.8 #0.5
128.2 +9.0
139.0 18.7
154.4 19.7
165.5 £11.0
170.1 8.7
172.7 +11.2
178.0 +10.1
171.4 +9.0
171.2 #13.7
165.5 +9.8
157.8 +7.4
156.0 5.3

SF
100.0 +0.0
99.8 *0.6
87.4 +6.3
91.9 *7.0
96.5 +5.8
97.8 +6.9
103.2 +8.8
108.6 +8.8
112.3 +10.6
116.7 £12.5
115.9+12.1
116.5 +11.7
116.1 £11.5
119.2 +#12.0
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BTCI
100.0 0.0
100.5 0.2
133.8 £10.5
146.4 7.4
157.8 +9.8
164.7 £11.3
159.9 £10.9
172.5 #12.9
180.3 +11.5
167.6 +11.9
159.7 8.9
159.6 9.6
150.0 9.1
149.0 +9.2

100.0 +0.0
99.9 +0.2
93.1 2.4
97.8 4.6
103.6 +5.8
102.4 +6.4
108.5+7.6
112.1 +6.1
115.5 +6.9
114.6 +6.3
116.8+6.1
115.8 +5.7
117.6 +5.6
117.4 +6.4



Tabela 8: Média padréo das variaveis hemodinadmicas PAM, PAS e PAD utilizando SF
(0,9%) e PepChy (3,3 mg/Kg) em escala temporal de 360 minutos, via
gavagem, em ratos WR (n=6) - ANOVA (two way)

TEMPO PAM (mmHg) PAS (mmHg) PAD (mmHg)
(minutos) ‘ PCHY SF PCHY SF PCHY SF

Basall=-10  109.1+2.2 111.7 +0.9 146.7 +2.0 142.6 +1.0 90.6 +2.5 96.2 +1.3
Basal2=0 109.2 $2.2 111.6 +0.8 147.1 +2.0 142.3 +1.1 90.5 +2.5 96.3 +1.3

30 93.0 3.2 107.5 +1.7 130.6 £5.0 141.1+2.4 74.112.5 91.6+2.1
60 81.0 6.3 112.9 2.7 116.7 £8.4 146.3 3.0 63.215.3 96.142.5
90 72.9 5.6 112.0+4.4 106.6 7.6 145.2 ¥4.7 55.8 4.9 95.6 +4.3
120 72.8 +4.6 107.1+3.2 106.3 6.7 141.2 £3.6 55.8#3.9 90.143.0
150 74.4 6.2 107.5 +3.6 107.2 9.0 141.8 #3.5 57.7 5.0 90.343.7
180 73.3 5.3 108.7 3.1 107.5 6.7 143.0 £2.9 56.1 4.8 91.743.3
210 73.7 3.7 108.1 3.1 106.4 +6.5 142.7 +3.4 57.213.2 90.8 +3.0
240 76.5 3.9 108.8 +2.8 109.5 +6.1 141.6 3.0 59.9 3.1 92.3+2.8
270 71.0 3.6 107.8 +2.2 102.1 5.4 142.3$2.2 55.312.9 90.8+2.1
300 72.5 1.0 109.3 +3.9 102.8 +3.6 145.4 +4.0 56.9 +2.0 91.2+3.8
330 75.4 5.7 106.8 4.1 110.5 7.3 142.2 +4.2 57.915.1 89.1+4.1
360 81.1 4.2 108.7 +4.1 116.0 5.2 143.2 +4.2 63.3 4.0 91.6+4.1
+ EPM

Tabela 9: Média padrdo das variaveis hemodinamicas PAM, PAS e PAD utilizando
SF (0,9%) e PepChy (3,3 mg/Kg) em escala temporal de 360 minutos,
via gavagem, em ratos SHR (n=6) — ANOVA (two way).

TEMPO PAM (mmHg) PAS (mmHg) PAD (mmHg) \
(minutos) PCHY SF PCHY SF PCHY SF
Basal 1=-10 = 140.1+1.4 137.7+1.8 185.2#1.9 177.0#3.2 118.0%2.2 118.0+2.0
Basal2=0  139.9#1.3 137.6+2.0 184.8%2.0 177.0#3.3 117.2%22 117.8%2.1
30 93.6%3.3 136114 136.8%3.6 179.8+2.5 72.0%3.8 114.4+2.0
60 80.84+2.4 133323 1253%4.2 176.8+3.6 58.7%22  109.7 3.3
90 81.3%3.2 1329+1.6 1254:4.6 177.6+2.8 59.0%2.6  110.6+2.0
120 82.2#1.3 132122 126.8+2.3 174223  60.1%#0.9  111.0+2.8
150 825413 131.1+2.6 129.3%3.5 174.6+2.5 59.0%1.5  109.2 3.3
180 81.8+1.2  129.9#2.9 128540 173.7+3.4 58.0%1.4  108.0#3.1
210 84.9+45 127,4+3.6 129.416.8 171.0+3.8 61.8%#3.4  10554.0
240 84.7%3.1  1284#3.2 130547 171.8+45 61.5%3.1  107.1#3.3
270 89.7%3.5 126.2#3.2 1379345 1726%3.9 65.1#3.8  103.0#3.3
300 87.2#43  124.8+3.1 133.9%5.7 172.8+4.0 63.1%#4.2  100.7+3.1
330 91.445.6 123.6+3.8 140.416.4 171.5+4.3 66.1%54  99.7+3.7
360 95.7+4.4  123.1+4.0 146.2%5.2 172.6%5.2 70.4%4.9  98.613.7
+ EPM
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Tabela 10: Média padrao das variaveis cardiovasculares FC, FSR e FSA utilizando SF
(0,9%) e PepChy (3,3 mg/Kg), em escala temporal de 360 minutos, via gava-
gem, em ratos WR (n=6) - ANOVA (two way).

TEMPO FC (bpm) FSR (%) FSA (%)
(minutos) PCHY SF PCHY SF PCHY SF
Basal1=-10 @ 379.6 +18.8 375.4+12.0 100.0 0.0 100.0+0.0 100.0#0.0  100.0 +0.0
Basal2=0 381.7 +18.8 380.7 +13.4 101.5 0.9 99.6 +0.4  100.6 +0.5 100.3 +0.3
30 354.9 +16.5 361.4 7.5 119.3 5.6 86.0 +2.5 105.9 #2.5 97.7 1.4
60 349.3 +16.4 361.0 +14.5 1125 +4.3 85.6 +4.9  103.3 +2.2 94.6 +2.4
90 338.1 +14.4 345.0 +19.3 113.8+10.4 87.8 +5.1  99.8 1.0 91.7 #3.7
120 341.0 +14.8 340.9 +17.3 126.0 +11.1 93.2 +5.3  103.1%#0.9  92.5 3.2
150 347.6 +16.9 344.2 £19.2 129.9#17.1  100.4+6.1 103.3%3.7  93.3 ¥2.4
180 351.2 +18.0 349.9 +12.5 126.9 +14.0 96.8 5.2  102.7+2.8  95.1 #3.6
210 362.8 +17.4 354.9 +18.6 128.6 +14.5 94.4 3.0 104.7%3.4 984 2.1
240 374.0 +15.8 355.6 +18.9 128.9 +13.9 99.2 +4.3  105.0#3.0 97.3 +1.4
270 381.1 +10.8 348.2 +£20.6 119.2 9.9 100.6 +2.5 101.8%3.3  99.0 #1.9
300 399.0 +14.6 359.7 +18.5 120.8+12.4 979 #2.8  99.2 #3.2 95.1 ¥2.1
330 388.1 7.1 369.8 +16.8 112.9 8.6 98.4 #3.6 94.8 4.3 94.9 +1.6
360 394.9 +10.9 358.8 +21.7 117.0 +9.8 97.9 +3.3 97.4 #4.1 95.1 +1.4
+ EPM

Tabela 11: Média padrao das variaveis cardiovasculares FC, FSR e FSA utilizando SF
(0,9%) e PepChy (3,3 mg/Kg), em escala temporal de 360 minutos, via
gavagem, em ratos SHR (n=6) - ANOVA (two way).

TEMPO FC (bpm) FSR (%) FSA (%) \
(minutos) PCHY SF PCHY SF PCHY SF
Basal 1=-10 378.4 +12.2 378.9 9.7 100.0 £0.0 100.0 £0.0 100.0 +0.0 100.0 0.0
Basal 2=0 378.7 £12.4 377.9110.4 99.2 0.8 99.8 £0.6 100.0 £0.1 99.8 +0.2
30 328.8 +11.8 368.9 6.4 100.7 £2.9 86.6 6.4 109.2 £3.4 92.1+2.2
60 325.2 9.2 362.1+12.0 108.6 +8.9 88.8 £6.4 113.0 4.3 94,5 +3.8
90 333.7 8.0 363.2+10.1 114.1+89 93.015.1 118.1 +4.1 99.8 +5.1
120 344.0 6.9 367.219.2 120.1 £7.4 93.4 £5.7 116.3 £2.2 97.915.1
150 368.0 +11.3 378.1+11.5 115.0+3.5 97.517.3 116.2 £3.5 102.7 £5.9
180 372.3+14.4 373.119.8 117.6t4.6 101.8%7.4 120.1+2.8 105.3 +4.4
210 373.8 £13.4 371.3+7.3 123.5+5.9 102.9 8.6 120.2 £+2.0 106.0 +4.4
240 393.3 +20.6 371.3 £6.0 1225 +5.8 108.0+10.9 120.5 +4.5 106.3 ¥4.3
270 399.1 +20.9 380.7+t11.6 124.917.3 105.3+£10.0 120.5 £3.9 106.3 £3.7
300 388.8 +20.5 359.8 8.8 119.2 +5.5 104.5 £9.0 116.4 +4.8 104.4 3.6
330 384.6 +26.5 365.5 £8.0 114.6 +6.7 102.8 £8.0 116.0 £3.5 104.9 £2.8
360 407.8 £20.4 371.2+£7.0 116.9 £7.2 104.9 £79 115.3 +3.8 104.1 3.6
*EPM
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Tabela 12: Média padrdo das variaveis cardiovasculares CVR e CVA utili-
zando SF (0,9%) e PepChy (3,3 mg/Kg) em escala temporal de
360 minutos, via gavagem, em ratos WR (n=6) - ANOVA (two

way).
TEMPO CVR (%) CVA (%)
(minutos) PCHY SF PCHY SF
Basal 1 =-10 100.0 +0.0 100.0 0.0 100.0 0.0 100.0 +0.0
Basal2=0 101.4 0.9 99.7 0.5 100.5 +0.6 100.4 +0.4
30 140.3 6.1 89.5 +3.4 124.9 +5.4 101.7 2.5
60 156.5 +13.9 84.8 4.9 143.6 +12.1 93.9 #3.6
90 172.3 +14.0 88.3 +6.3 153.9 +12.6 92.3 #5.6
120 188.5 +10.9 97.5 £5.7 157.1 8.6 96.8 *4.2
150 192.3 +19.9 105.5 8.5 158.2 +16.8 97.4 #3.5
180 189.5 +16.0 100.3 7.5 156.7 +12.2 98.3 #5.3
210 189.8 +17.8 97.6 +2.8 156.8 9.8 102.0 +3.2
240 186.4 +21.8 101.9 +3.8 152.3 +10.6 100.0 £1.3
270 186.9 +21.1 104.1 1.1 158.5 +10.2 102.7 £2.5
300 182.6 +20.8 100.2 1.7 149.4 15.0 97.5 2.7
330 168.0 +18.8 103.1 +2.2 140.6 +10.7 99.7 #3.0
360 159.9 +17.2 100.7 +2.1 133.7 +11.5 98.2 +2.8
+ EPM

Tabela 13: Média padréo das variaveis cardiovasculares CVR e CVA utili-
zando SF (0,9%) e PepChy (3,3 mg/Kg) em escala temporal de
360 minutos, via gavagem, em ratos SHR (n=6) - ANOVA (two

way).
TEMPO CVR (%) CVA (%)
(minutos) PCHY SF PCHY SF
Basal 1=-10 | 100.0#0.0 100.0+0.0 100.0%0.0  100.0 0.0
Basal 2=0 99.4 +0.7 99.8 +0.6 100.2 +0.2 99.9 +0.2
30 151.8 +7.0 87.4 6.3 164.4 +6.7 93.1+2.4
60 188.9+15.6 91.9+7.0 197.1%10.6 97.8+4.6
90 200.1#23.4 96.515.8 204.3+7.1 103.6 5.8
120 205.0 #12.5 97.8+6.9 198.7 #6.6  102.4 +6.4
150 195.8+7.9 103.2+8.8 197.8+7.8 108.5+7.6
180 201.8+9.8 108.6+8.8 205.8%5.8 112.116.1
210 204.9+7.8 112.3+10.6 202.2+14.9 115.546.9
240 203.149.7 116.7+12.5 200.7+11.6 114.6 +6.3
270 195.0+7.8 115.9+12.1 189.6%#9.0 116.8+6.1
300 192.5+7.8 116.5+11.7 190.2+14.5 115.8%5.7
330 176.8+8.6 116.1+11.5 183.1%17.4 117.6%5.6
360 170.9%5.4 119.2+12.0 171.7%12.9 117.4+6.4
+EPM
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Tabela 14: Média padrao das variaveis hemodindmicas PAM, PAS e PAD utili-
zando SF (0,9%) e PepTry (3,3 mg/Kg) em escala temporal de 360
minutos, via gavagem, em ratos WR (n=6) - ANOVA (two way).

TEMPO PAM (mmHg) PAS (mmHg) PAD (mmHg) |
(minutos) PTRY SF PTRY SF PTRY SF
Basal 1=-10 107.9%1.2 111.7%0.9 147.7%1.9 142.6+1.0 88.2%1.3 96.2 1.3
Basal2=0 @ 108.3*1.1 111.6+0.8 147.9%1.8 142.31.1 88.6%1.4 96.3 1.3
30 100.6 +2.6 107.5%1.7 138,1%#3.1 141.1%2.4 81.8%25 91.6 2.1
60 91.4%2.4 112.9#2.7 129,5+2.8 146.3%3.0 72.4%2.6 96.1 +2.5
90 82.5#3.2 112.0%4.4 119,2%3.7 1452147 64.1%3.2 95.6 +4.3
120 75.6%2.7 107.1%3.2 111.2+3.8 141.2+3.6 57.8%2.4 90.1 +3.0
150 74.4%33 107.5%3.6 108.9+4.4 141.8#35 57.3#2.7 90.3 +3.7
180 76.6 +2.2  108.7+3.1  110,7%2.7 143.0+2.9  59.7 2.2 91.7 +3.3
210 76.6+1.9  108.1#3.1 110,122 142.7%3.4  59.7#1.9 90.8 +3.0
240 81.3+1.9 108.8%2.8 1154%1.7 141.6%3.0 64.2%2.3 92.3+2.8
270 82.9+1.9 107.8+2.2 118.3%3.0 1423+2.2  66.0 +2.4 90.8 +2.1
300 86.0+1.7 109.3%3.9 120.9%2.3 1454140 68.1%1.9 91.2 3.8
330 83.6%3.1 106.8%4.1 120.2%3.0 142242  65.8%3.5 89.1 4.1
360 86.3+2.3  108.7+4.1 122.0+3.0 143242  68.4%+2.3 91.6 +4.1
+EPM

Tabela 15: Média padrao das variaveis hemodinamicas PAM, PAS e PAD utili-
zando SF (0,9%) e PepTry (3,3 mg/Kg) em escala temporal de 360
minutos, via gavagem, em ratos SHR (n=6) - ANOVA (two way).

TEMPO PAM (mmHg) PAS (mmHg) PAD (mmHg)
(minutos) PTRY SF PTRY SF PTRY SF
Basal 1=-10 136.10.7 137.7+1.8 178.0%2.6 177.0#3.2 115.2%1.1 118.0£2.0
Basal2=0 = 135.8%0.7 137.6+2.0 178.3%#2.0 177.0#3.3 114.8%1.2 117.8%2.1
30 97.2#4.1  136.1+1.4 141.3#4.8 179.8+2.5 72.9%23  114.4+2.0
60 95.6#3.0  133.3+2.3 137.8#4.7 176.8%3.6 73.6%*1.9  109.7 +3.3
90 94.7+2.4  1329#1.6 137.1#3.3 177.6%2.8 72.9%20 110.6+2.0
120 88.7+4.3  132.1%2.2 129.4%#4.8 174.2%23 67.9%3.7 111.0+2.8
150 87.3%2.4  131.1+2.6 123.4#4,6 174.6%2.5 69.5%+1.8  109.2 3.3
180 86.8+1.7 129.9#29 124.3#2.2 173.7#3.4 67.8%1.9  108.0%3.1
210 85.0%3.5 127.4%3.6 123.1%#4.2 171.0#3.8 65.4%3.3  105.5+4.0
240 87.6%3.3 1284+3.2 128.7#4.1 171.8+4.5 66.7%3.1  107.1+3.3
270 86.8%3.0 126.2%3.2 129.0#4.3 172.6%3.9 65.9%2.6  103.0%3.3
300 90.5+4.0 124.8+3.1 133.8%#5.4 172.8#4.0 68.5%3.5 100.7 £3.1
330 89.7+3.3  123.6%3.8 131.3#3.2 171543  67.4%3.6 99.7 3.7
360 90.9+2.5 123.1+4.0 136.7%#3.7 1726152  67.6 2.6 98.6 3.7
+EPM
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Tabela 16: Média padrao das variaveis cardiovasculares FC, FSR e FSA utili-
zando SF (0,9%) e PepTry (3,3 mg/Kg), em escala temporal de 360
minutos, via gavagem, em ratos WR (n=6) — ANOVA (two way).

TEMPO FC (bpm) FSR (%) FSA (%)
(minutos) PTRY SF PTRY SF PTRY SF
Basal 1=-10 405.9 +22.4 375.4+12.0 100.0 £0.0 100.0+0.0 100.0 +0.0 100.0 £0.0
Basal 2=0 @ 404.9 +22.2 380.7 +13.4 100.0 £0.0 99.6 +0.4 100.0 £0.0 100.3 £0.3

30 380.1+14.5 361.4175 102.8 +2.9 86.0+2.5 104.4+1.9 97.7+1.4
60 367.3 £10.0 361.0+14.5 106.3 +2.3 85.6+49 101.013.4 94.6 £2.4
90 3549 £17.7 345.0+19.3  100.7 £2.8 87.8+5.1 102.116.2 91.7 #3.7
120 3499 £+16.8 340.9+17.3 1029 £5.8 93.2+5.3 104.0 2.6 92.5+3.2
150 352.1+18.4 344.2+19.2 105.6+8.5 100.4+6.1 105.0%3.2 93.3+24
180 353.3+18.3 349.9+12.5 104.2 6.2 96.8+5.2 110.9 £7.2 95.1+3.6
210 365.8 £20.7 354.9+18.6 107.5%7.4 94.44+3.0 113.0+6.5 98.4+2.1
240 381.3 +14.7 355.6+18.9 111.0%8.0 99.2+4.3 117.4 £7.0 97314
270 398.6 £16.3 248.2+20.6 109.5%8.6 100.6+2.5 114.116.8 99.0£1.9
300 408.3 ¥17.3 359.7+18.5 106.1+11.5 979+2.8 109.817.6 95.1+2.1
330 401.7 £19.3 369.8+16.8 104.5+10.0 98.413.6 108.7 6.4 94.9 1.6
360 391.4 +15.3 358.8+21.7 105.2+9.5 97.943.3 112.6 £9.0 95.1+1.4
*EPM

Tabela 17: Média padrao das variaveis cardiovasculares FC, FSR e FSA utili-
zando SF (0,9%) e PepChy (3,3 mg/Kg), em escala temporal de 360
minutos, via gavagem, em ratos SHR (n=6) — ANOVA (two way).

TEMPO FC (bpm) FSR (%) FSA (%)
(minutos) PTRY SF PTRY SF PTRY SF
Basal1=-10 373.2 9.3 375.4212.0 100.0 +0.0 100.0+0.0 100.0£0.0  100.0 0.0
Basal 2 =0 3715 9.2  380.7#13.4 100.0 +0.0 99.6 0.4  100.10.1  100.30.3
30 323.6 8.1 361.4 7.5 92.9 7.2 86.0 +2.5 96.5 #4.5  97.7 1.4
60 337.2 85  361.0+14.5 95.1 7.4 85.6 +4.9 106.4%4.6 94.6 +2.4
90 334.8+10.5  345.0%19.3 94.6 6.4 87.8 5.1  107.5#4.0  91.7 #3.7
120 3229 8.0  340.9#17.3 93.3 4.1 93.2 53  102.8#3.0  92.5 #3.2
150 326.4£12.3  344.2+19.2 100.2 #4.3 100.4+6.1 100.6+4.0  93.3 +2.4
180 33241105  349.9%125 109.6 3.9 96.8 5.2  102.7#4.9  95.1 #3.6
210 341.4 8.0  354.9+186 115.9 4.6 944 +30 105.4%#4.6 98.4 #2.1
240 358.0 8.6  355.6 +18.9 123.145.0 99.2 +4.3  107.3#3.7 97.3 1.4
270 363.0 8.4 348.2 £20.6 122.2 4.1 100.6+2.5 107.5%5.5  99.0 #1.9
300 371.5 6.5 359.7 +18.5 124.0 +4.5 97.9 +2.8 109.7#4.0  95.1 #2.1
330 368.8 6.5 369.8 +16.8 116.3 7.7 98.4 #3.6 109.8%5.3  94.9 1.6
360 367.9 6.8 358.8 +21.7 117.4 46.7 97.9 ¥3.3  107.3#4.9 951 #1.4
+ EPM
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Tabela 18: Média padrado das variaveis cardiovasculares CVR e
CVA utilizando SF (0,9%) e PepTry (3,3 mg/Kg) em
em escala temporal de 360 minutos, via gavagem,
em ratos WR (n=6) - ANOVA (two way).

PTRY SF PTRY SF

100.0 +0.0 100.0 +0.0 100.0 +0.0 100.0 +0.0
99.7 +0.1 99.7 +0.5 99.7 0.1 100.4 +0.4
110.7 4.2 89.5 +3.4 112.4 3.3 101.7 £2.5
126.4 6.5 84.8 +4.9 119.2 2.6 93.9 +3.6
132.6 5.3 88.3 +6.3 134.2 8.4 92.3 #5.6
147.2 7.7 97.5 5.7 149.5 +7.2 96.8 +4.2
152.9 #10.1 105.5 +8.5 153.0 +4.6 97.4 +3.5
147.5 #10.0 100.3 £7.5 155.7 +6.9 98.3 5.3
151.5 #9.8 97.6 +2.8 158.7 6.6 102.0 +3.2
148.7 +13.4 101.9 3.8 155.5 7.1 100.0 #1.3
143.9 +13.8 104.1+1.1 148.5 +7.6 102.7 +2.5
133.7 +14.8 100.2 +1.7 137.8 +8.8 97.5 2.7
136.1+14.1 103.1+2.2 141.8 £10.7 99.7 #3.0
132.2+124 100.7 +2.1 141.5 +11.5 98.2+2.8

*EPM

Tabela 19: Média padréo das variaveis cardiovasculares CVR e
CVA utilizando SF (0,9%) e PepTry (3,3 mg/Kg) em
escala temporal de 360 minutos, via gavagem, via
gavagem, em ratos SHR (n=6) - ANOVA (two way)

SF PTRY
100.0 £0.0 100.0 0.0 100.0 £0.0 100.0 +0.0
100.2 +0.2 99.8 +0.6 100.3 £0.3 99.9 £0.2
123.1 7.9 87.416.3 135.9+7.3 93.1+2.4
131.1+8.9 91.9+7.1 152.3 +8.5 97.8 +4.6
135.9 8.1 96.5 5.8 155.3 8.2 103.6 5.8
149.2 8.3 97.8+6.9 159.1+6.4 102.4 6.4
161.8 £7.2 103.2 +8.8 157.1 £6.7 108.5+7.6
178.2 8.1 108.6 +8.8 161.4 8.7 112.1+6.1
192.2 £3.7 112.3 +10.6 169.9 8.5 115.5+6.9
198.7 +9.5 116.7 #12.5 167.8 8.9 114.6 6.3
198.8 £7.9 115.9+12.1  169.6 #10.9 116.8 6.1
194.4 £9.6 116.5+11.7 167.9+13.3 115.8 5.7

183.6+13.5 116.1+11.5 168.1%11.7 117.6 5.6

182.7+11.8 119.2+12.1  16,1+11.8 117.4+6.4

*EPM
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Tabela 20: Média padrdao da varidvel hemodindmica PAS utilizando SF (0,9%), BTCI (30,0 mg),
PepChy e PepTry (3,3 mg/Kg) em escala temporal de 360 minutos, via gavagem, em
ratos WR (n=6). ANOVA (two way).

SF (0,9%), BTCI (30,0 mg/Kg), PepChy e PepTry (3,3 mg/Kg)

APAS (mmHg)
TEMPO
(minutos) SF BTCI PepChy PepTry

Basal2=0 -0,3 0,1 0,6 0,2
30 -1,4 -10,8 -15,9 -9,6
60 3,7 -13,5 -29,0 -18,2
90 27 -33,1 -38,9 -28,4
120 -1,4 -38,0 -37,9 -36,5
150 -0,8 -37,0 -41,8 -38,8
180 0,5 -40,3 -44.6 -36,9
210 0,1 -34,4 -41,8 -37,5
240 -0,9 -36,4 -41,0 -32,3
270 -0,3 -34,2 -46,2 -29,4
300 29 -34,8 -41,2 -26,7
330 -0,3 -29,6 -33,1 -27,5
360 0,6 -30,6 -33,2 -25,7

+EPM

Tabela 21: Média padrdo da variavel hemodindmica PAD utilizando SF (0,9%), BTCI (30,0 mg/Kg),
PepChy e PepTry (3,3 mg/Kg) em escala temporal de 360 minutos, via gavagem, em ratos
WR (n=6). ANOVA (two way).

SF (0,9%), BTCI (30,0 mg/Kg), PepChy e PepTry (3,3 mg/Kg)

APAD (mmHg)
TEMPO
(minutos) SF BTCI PepChy PepTry

Basal2=0 0,1 03 0,1 0,4
30 -4,6 -12,9 -14,9 6,4
60 0,1 -14,0 24,2 -15,8
90 -0,6 -33,0 31,0 24,0
120 -6,1 -35,8 -30,9 -30,4
150 5,9 -36,9 31,3 -30,9
180 -4,6 -39,5 -35,3 28,5
210 -5,4 -36,5 32,3 -28,4
240 3,9 -35,4 -31,9 -24,0
270 5,4 -38,5 -34,5 22,2
300 5,0 -39,1 -30,7 -20,1
330 71 -37,0 28,8 22,4
360 -4,7 -36,6 27,7 -19,8

+EPM

173



Tabela 22: Média padrdo da varidvel hemodindmica PAM utilizando SF (0,9%), BTCI (30,0 mg/Kg),
PepChy e PepTry (3,3 mg/Kg) em escala temporal de 360 minutos, via gavagem, em ratos
WR (n=6). ANOVA (two way).

SF (0,9%), BTCI (30,0 mg/Kg), PepChy e PepTry (3,3 mg/Kg)

APAM (mmHg)
TEMPO
(minutos) SF BTCI PepChy PepTry

Basal2=0 -0,1 0,2 0,1 0,3
30 4,2 -12,1 -16,1 -7.4
60 1,2 -14,0 -28,1 -16,5
90 0,4 -32,8 -36,2 -25,5
120 -4,6 -36,5 -36,3 -32,3
150 4,2 -36,9 -34,7 -33,5
180 -3,0 -39,8 -35,8 -31,3
210 -3,6 -35,7 -35,4 -31,3
240 29 -35,8 -32,6 -26,6
270 -39 -37,1 -38,1 -25,0
300 2,4 -37,6 -36,6 -22,0
330 4.9 -34,5 -33,7 -24,3
360 -3,0 -34,5 -28,0 -21,7

+EPM

Tabela 23: Média padrdo das variaveis cardiovasculares CVR e CVA utilizando SF (0,9%), BTCI (30,0
mg/Kg), PepChy e PepTry (3,3 mg/Kg,) em escala temporal de 360 minutos, via gavagem, em
ratos WR (n=6). ANOVA (two way).

SF (0,9%), BTCI (30,0 mg/Kg), PepChy e PepTry (3,3 mg/Kg)

ACVR (% ACVA (%
TEMPO
(minutos) SF BTCI PepChy PepTry SF BTCI PepChy PepTry

Basal2=0 99,8 100,8 99,4 100,2 99,9 100,5 100,2 100,3
30 874 128,2 1561,8 123,1 93,1 133,8 164,4 135,9
60 91,9 139,0 188,9 131,0 97,8 1464 1971 152,3
90 96,5 1544 200,1 135,9 103,6 157,8 204,3 155,3
120 97,8 1655 205,0 149,2 1024 164,7 198,7 159,0
150 103,2 1701 195,8 161,8 108,5 159,9 197,8 157,1
180 1086 1727 201,8 178,2 12,1  172,5 205,8 161,4
210 112,3 178,0 204,9 192,2 115,5 180,3 202,2 169,9
240 116,7 1714 203,1 198,7 1146 167,6 200,7 167,8
270 1159 1712 195,0 198,8 116,8 159,7 189,6 169,6
300 116,5 165,5 192,5 194,4 1158 159,6 190,2 167,9
330 116,1 157,8 176,8 183,6 1176 150,0 183,1 168,0
360 119,2 156,0 170,9 182,7 117,4 149,0 171,7 162,0

+EPM
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Tabela 24: Média padrdo da varidvel hemodindmica PAS utilizando SF (0,9%), BTCI (30,0 mg/Kg),
PepChy e PepTry (3,3 mg/Kg) em escala temporal de 360 minutos, via gavagem, em ratos
SHR(n=6). ANOVA (two way).

APAS (mmHg)
TEMPO
(minutos) SF BTCI PepChy PepTry

Basal2=0 0,0 0,0 -0,4 0,3
30 2,8 -30,2 -48,4 -36,7
60 -0,2 -41,2 -59,9 -40,2
90 0,6 45,4 -59,8 -40,9
120 -2,8 -46,9 -58,4 -48,6
150 2,5 -45,9 -55,8 -64,6
180 -3,3 -53,8 -56,7 -563,7
210 -6,0 -62,1 -55,8 -64,9
240 -5,2 -53,3 -54,7 -49,3
270 4.4 -47,6 -47,3 -49,0
300 4,2 -44,8 -51,3 -44,2
330 -5,5 -42,2 -44.8 -46,7
360 4.4 -45,3 -39,0 -41,3

+EPM

Tabela 25: Média padrédo da varidvel hemodindmica PAD utilizando SF (0,9%), BTCI (30,0 mg/Kg),
PepChy e PepTry (3,3 mg/Kg) em escala temporal de 360 minutos, via gavagem, em ratos
SHR(n=6). ANOVA (two way).

APAD (mmHg)
TEMPO
(minutos) SF BTCI PepChy PepTry
-0,2 -0,1 0,8 -0,4
Basal2=0

) -3,6 -34,8 -46,0 -42,3
= -8,3 -47,5 -59,2 -41,6
- 74 -50,7 -59,0 -42,4
-7,0 -54,0 -57,9 -47.4

120
-8,8 -54,3 -58,9 -45,7

150
-10,0 -59,5 -59,9 47,4

180
-12,6 -62,9 -56,2 -49,8

210
-10,9 -58,6 -56,5 -48,5

240
-15,0 -58,1 -52,8 -49,3

270
-17,2 -57,6 -54,9 -46,7

300
-18,3 -51,9 -28,8 -47.9

330
-19,4 -59,4 47,6 -47,6

360

+EPM
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Tabela 26: Média padrdo da varidvel hemodindmica PAM utilizando SF (0,9%), BTCI (30,0 mg/Kg),
PepChy e PepTry (3,3 mg/Kg) em escala temporal de 360 minutos, via gavagem, em ratos

SHR(n=6). ANOVA (two way).

|

] APAM (mmHg)
TEMPO
(minutos) SF BTCI PepChy PepTry

Basal2=0 -0,1 0,1 -0,3 -0,3
30 -1,6 -33,3 -46,6 -39,0
60 4.4 -45.4 -59,3 -40,5
90 4.8 -48,9 -58,8 -41,4
120 -5,6 -51,8 -58,0 -47,4
150 -6,6 -51,6 -57,7 -48,8
180 -7,8 -57,6 -58,3 -49,3
210 -10,3 -62,6 -55,3 -51,1
240 9,3 -56,8 -55,4 -48,5
270 -11,56 -54,5 -50,5 -49,3
300 -12,9 -53,9 -53,0 -45,7
330 -14,1 51,7 48,8 -46,4
360 -14,6 -54,0 -44,5 -45,2

+EPM

Tabela 27: Média padrdo das varidveis cardiovasculares CVR e CVA utilizando SF (0,9%), BTCI (30,0

mg/Kg), PepChy e PepTry (3,3 mg/Kg,) em escala temporal de 360 minutos, via gavagem, em

ratos SHR(n=6). ANOVA (fwo way).

| ACVR (% ACVA (% |
TEMPO
(minutos) SF BTCI PepChy PepTry SF BTCI PepChy PepTry

Basal2=0 99,7 100,2 101,4 99,7 1004 99,7 100,5 99,7
30 89,5 1227 140,3 110,7 101,7 117,8 124,9 112,4
60 84,8 1333 156,5 126,4 939 1227 143,6 119,2
920 88,3 166,8 172,3 132,6 92,3 1357 153,9 134,2
120 97,5 169,5 188,5 147,2 96,8 144,0 1571 149,5
150 1055 173,9 192,3 162,9 974 1456 158,2 153,0
180 100,3 175,0 189,5 147,5 98,3 150,1 156,7 157,5
210 97,6 169,99 189,8 161,5 102,0 140,7 156,8 158,7
240 101,9 153,0 186,4 148,7 100,0 132,0 152,3 155,5
270 104,1 1583,5 186,9 143,9 102,7 126,8 158,5 148,5
300 100,2 141,8 182,6 133,7 97,5 120,0 149,4 137,8
330 103,1 130,9 168,0 136,1 99,7 109,11 140,6 141,8
360 100,7 1324 159,9 132,2 98,2 106,3 133,7 141,5

+EPM
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Abstract

Bioactive plant peptides have received considerable interest due to their potential as
antihypertensive agents with lower side effects than antihypertensive drugs. Here, the blood
pressure-lowering effects of the Bowman-Birk protease inhibitor, BTCI, and its derived

peptides, PepChy and PepTry, were investigated using normotensive (Wistar-WR) and
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spontaneously hypertensive rats (SHR). BTCI at about 6 uM and 40 uM inhibits the proteases
trypsin and chymotrypsin, respectively, 10-fold more than PepTry (60 uM) and PepChy (400
uM). These molecules also inhibited angiotensin converting enzyme (ACE) with I1Csy values
of 54.6 £ 2.9; 24.7 + 1.1; and 24.4 + 1.1 uM, respectively, occluding its catalytic site, as
indicated by molecular docking simulation, mainly for PepChy and PepTry. Gavage
administration of BTCI and the peptides promoted a decrease of systolic and diastolic blood
pressure and an increase of renal and aortic vascular conductance. These effects were more
expressive in SHR than in WR. Additionally, BTCI, PepChy and PepTry promoted an
important coronary vasodilation and negative inotropic effects in the isolated perfused hearts.
The nitric oxide synthase inhibitor blunted the BTCI and PepChy, but not PepTry cardiac
effects. Altogether, these results indicate a possible therapeutic potential of BTCI and its

related peptides in the treatment of hypertension.

Key words: hypertension, angiotensin converting enzyme, spontaneously hypertensive rats,

bioactive peptide, Bowman-Birk, protease inhibitor, Vigna unguiculata.

Introduction

Cardiovascular diseases (CDVs) are one of the main causes responsible for the highest
mortality rate in the world'. Most deaths have been attributed mainly to stroke and heart
attacks such as myocardial infarction, coronary artery diseases and atrial fibrillation®, in
which hypertension and obesity are considered as a major risk factors. Although hypertension
was identified in the late fifties as primary risk factor, in the early 21* century, it still represents a

global public health challenge and it is estimated to be responsible for at least 45% of deaths worldwide'.

Thus, it is important to identify novel molecules with therapeutic potential for the treatment of hypertension and
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others CDVs. Pathophysiological characteristics of hypertension are increased total peripheral resistance’,
endothelium dysfunction and decreased blood flow’. However, despite of clinical studies and experimental
reports about the stiffness of large artery involved in increase of blood pressure, the cause of hypertension

remains unknown.

Plant protease inhibitors are of biotechnological importance due their pharmaceutical
potential for several diseases, such as cardiovascular and autoimmune diseases, cancer, and
inflammatory processes’”. Protease inhibitors, especially from Kunitz and Bowman-Birk
family (BBI), are commonly found in high amount in leguminous seeds, such as soybean, pea
and bean. The black-eyed pea trypsin/chymotrypsin inhibitor (BTCI) - the object of the
present study - is a member of BBI family isolated from Vigna unguiculata (Cowpea) seeds'’.
BTCI is a small protein with low-molecular mass (9071 Da) and seven disulfide bonds that
are responsible for its remarkable stability and, particularly, for the appropriately
conformation of two opposite f-hairpins containing the reactive sites (K26 and F53) against

11,12

trypsin and chymotrypsin, respectively °. This conformation enables the simultaneous and

independent inhibition of trypsin and chymotrypsin, driven by an entropic and endothermic
process'>"'". BTCI have been characterized as an enhancer of guanylin-induced natriuresis in
isolated rat kidney assay protecting its degradation by chymotrypsin-/ike proteases. Besides
that, BTCI increased urine flow, Na" excretion and glomerular filtration rate'®. In addition,
intravenous administration of BTCI on Wistar rats showed a similar effect on bradykinin
cleavage inhibiting plasma serine proteases as well as enhanced renal aortic vasodilation

induced by bradykinin; besides, BTCI-Bradykinin complex induced smooth muscle

. . 19
contraction in dose-dependent manner .

Nowadays, blood pressure drugs such as thiazides, B blockers, angiotensin converting enzyme inhibitors,

angiotensin receptor antagonists and calcium channel blockers have been currently used for blood pressure

control in order to prevent heart attacks and stroke™. However, these antihypertensive drugs can
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cause adverse side effects, decreasing the effectiveness of drug treatment’'. Therefore, interest
in developing natural and food products with lower side effects than antihypertensive drugs
has been increased”*. Nevertheless, bioactive plant peptides or synthetic peptides of
biotechnological potential in nutraceutical and pharmacological point of view, especially

those used for hypertension treatment, have been extensively explored™*°,

In the present study, the synthetic cyclic peptides named PepChy and PepTry were designed
to contain the same amino acid sequence of the two reactive loops present in BTCI
tridimensional structure'®, each one connected by a disulfide bond. Cyclic peptides contain
the same reactive sites of the BTCI (K26 and F53) responsible for inhibiting trypsin and
chymotrypsin, respectively, and also trypsin-/ike and chymotrypsin-/ike proteases. Recently, a
tridimensional structure of PepTry in complex with trypsin was solved at 1.15 A resolution
(PDB code 6EAT)”’. Similar to BTCI (PDB code 2G81)"°, this complex is mainly formed by
electrostatic interactions involving the lysine reactive site of the PepTry. It is noteworthy that
the cyclic peptides were also chosen based on our previous studies from which BTCI were
characterized as: i) enhancer of the guanylin-induced natriuresis by inhibiting its degradation
through chymotrypsin-like proteases in isolated rat kidney'®; ii) anticarcinogenic agent in
breast cancer cells by inhibiting trypsin-/ike, chymotrypsin-/ike and caspase-/ike proteases of
the proteasome 20S, on invasive MDA-MB-231 breast cancer cells and noninvasive MCF-7
breast cancer cells, as well as presenting no effect on mammary epithelial MCF-10A cells®**;
iii) potential antihypertensive agent by hemodynamic and cardiovascular effects and its
protective action on proteolytic degradation of bradykinin and derived peptides in Wistar rats,

via intravenous administration, which were attributed to its ability to inhibit trypsin-/ike and

chymotrypsin-like proteases'’. Additionally, there are wide benefits and advantages in the use
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of bioactive peptides from plants and synthetic peptides, such as bio distribution, drug
delivery, low side effects, and generally present high specificity and broad spectrum activity.

Considering the wide health benefits of Bowman-Birk inhibitors®®'®!%2%32

and advantages of
bioactive peptides from plants in biodistribution and drug delivery of synthetic peptides, the

effects of the Bowman-Birk inhibitor BTCI and its derived peptides on blood pressure were

investigated in the present study by using normotensive and spontaneously hypertensive rats.

Results

Purification of BTCI and derived peptides PepTry and PepChy

Purification of BTCI from V. unguiculata seeds, and synthetic peptides derived from BTCI
structure, PepTry (CTKSIPPQC-OH; S-S on Cys 1-9) and PepChy (CTFSIPAQC-OH; S-S on
Cys 1-9), and their purity analyses were performed before in vivo and ex vivo assays. As
previously reported, BTCI was purified and presented high purity degree and molecular mass
of 9071.6 Da'"'>"". Peptides were chemically synthesized and purified by semi-preparative
high performance liquid chromatography (HPLC), as shown in Fig. 1A and 1C. RP-HPLC
profile of peptides collected at 10.5 minutes (PepTry) and 12.0 minutes (PepChy) are shown
in Fig. 1A and 1C, respectively. The molecular mass of PepTry of 974.5Da and PepChy of
967.35Da and their purity were confirmed by ESI-MS spectrometry, respectively, as indicated

by a single spectrum obtained for each peptide (Fig. 1B and 1D).

Figure 1
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Purification and purity of synthetic peptides PepTry and PepChy. (A) and (C) Reverse-phase chromatography of
PepTry and PepChy, respectively, on C18 Shim-pak VP-ODS column using a linear gradient (5%—-95%) of
acetonitrile. PepTry and PepChy were eluted at 10.5 minutes and 12.0 minutes and 50% and 55% ACN,
respectively. (B) and (D) EIS-MS spectrometry analysis of PepTry (molecular mass of 974.5 Da) and PepChy
(molecular mass of 967.35 Da), respectively. /n sets: structures of PepTry and PepChy from crystal structure of

BTCI'® (PDB code 2G81).

Inhibition assay of BTCI, PepTry and PepChy against trypsin and chymotrypsin

The inhibitory activity of BTCI and its derived peptides, PepTry and PepChy, was evaluated
through the residual enzymatic activity of serine proteases trypsin and chymotrypsin in the
presence of increasing concentrations of BTCI and its derived peptides (Fig. 2A-D). In the
absence of BTCI and peptides, the proteases cleave BAPNA/GPNA substrates releasing the
yellow-colored p-nitroanilide product corresponding to enzymatic activity of 100%"". In the
presence of BTCI and peptides, a gradual decay of the proteases activities is observed. BTCI
at about 6 pM and 40 pM inhibits trypsin and chymotrypsin, respectively, 10-fold more than

PepTry (60 uM) and PepChy (400 uM). The inhibition constants, Ki, of BTCI and PepTry
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against trypsin were 0.59 + 0.03 x 10°M" and 1.19 + 0.04 x 10”7 M, respectively; Ki values
against chymotrypsin for BTCI and PepChy were 1.15 + 0.04 x 107 M", and 1.21 + 0.26 x
10*M, respectively. These values indicate that BTCI is a more potent inhibitor against trypsin

than chymotrypsin and also that PepTry is more potent than PepChy.

Figure 2
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Inhibitory activities of BTCI and its derived peptides. (A) Residual activity of trypsin in the presence of
increasing concentrations of BTCI and (B) PepTry. (C) Residual activity of chymotrypsin in the presence of
increasing concentrations of BTCI and PepChy (D). The inhibitory assay showed that PepTry and PepChy
required a concentration of about 6 and 8-fold higher than BTCI to give a total inhibition of trypsin and

chymotrypsin, respectively.

In the present study, the ACE-inhibitory activity of BTCI and its derived peptides, PepChy

and PepTry was evaluated at different concentrations (0—600 pM) as shown in Fig. 3. The
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ACE-inhibitory activity increased in a dose-dependent pattern. The highest inhibitory value of
about 98% was recorded for PepTry and PepChy at 100 uM, whereas about 300 uM of BTCI
was required to reach 94% of ACE-inhibition. The ACE-inhibition curves were fitting by a
non-linear method from which the ICsy values for BTCI, PepChy and PepTry were estimated

as 54.6 £2.9 uM, 24.7 £ 1.1 uM, and 24.4 £+ 1.1uM, respectively.

The ACE-inhibitory effects of PepChy and PepTry are consistent with molecular docking
simulation. This methodology was used to predict the interactions of the inhibitors (PepChy
and PepTry) with ACE by calculating the interaction energies for the best pose of inhibitors
closest to catalytic site of the enzyme. The best poses were achieved for both peptides, which
occlude the enzyme catalytic pocket (Fig. 4A-C) interacting with AG binding energies of
about -11.0 kcal/mol. The majority of hydrogen bonds were observed between PepChy and
ACE (Fig. 4B) involving three amino acid residues in PepChy (F3, S4 and I5) and six amino
acid residues in ACE (R522, E411, Y523, H383, E384 and H353). For PepTry, the majority
of hydrogen bonds were observed between two amino acid residues in PepTry (T2 and K3)
and three amino acid residues in ACE (R522, E384 and A354). Moreover, electrostatic
interaction between PepTry (K3) and ACE (E384) and the T-shapedn-n-interaction between
phenyl rings of Y523 in ACE and F3 in PepChy were observed. It is noteworthy that H387,
H383, E384 and E411 amino acid residues involved in coordination of Zinc in the native ACE
active site also interact with PepChy and PepTry (Fig. 4B-C). Therefore, all results showed
that interaction between ACE and peptides occur within the catalytic site leading the complete

inhibition of the enzyme, corroborating with the estimated ICs, as described above (Fig. 3).
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Figure 3

)
-
o
o
|

80

60

40 -

20

ACE Residual Activity (%

B
E PepChy
S * -
0 M= g @ B
| ! I i I i I i I i I ' 1
0 100 200 300 400 500 600

[Inhibitor] (um)

Inhibitory activities of BTCI (M—m), PepChy (O—O) and PepTry (O-[) against angiotensin converting
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Figure 4




Tridimensional structures of the ACE-PepChy and ACE-PepTry complexes obtained by docking. (A) ACE (gray
cartoon) in complex with PepChy (yellow sticks) and PepTry (green sticks). (B) Stereo view (cross-cyed) of
ACE active site (blue) with bound PepChy (yellow). Interacting residues of the ACE active site and reactive site
of PepChy (P1F3) are labelled. Atoms are coloured as red for oxygen, blue for nitrogen and green sphere for zinc
ion. Hydrogen bonds at the complex interface are shown as dotted lines. (C) Stereo view (cross-eyed) of ACE
active site (blue) with bound PepTry (green). Interacting residues of the ACE active site and reactive site of
PepTry (P1K3) are labelled. Atoms are coloured as red for oxygen, blue for nitrogen and green sphere for zinc
ion. Hydrogen bonds at the complex interface are shown as dotted lines. The crystallographic structures used by

docking procedure were: ACE PDB code 108A™, PepTry and PepChy from BTCI'® (PDB code 2G81).

In vivo assays

Cardiovascular and hemodynamic effects of equimolar concentration (3.31 mM) for all
molecules, doses were BTCI (30.0 mg/kg), PepTry (3.3 mg/kg), and PepChy (3.3 mg/kg), or
NaCl 0.9% (Vehicle) were evaluated by in vivo experiments in normotensive (Wistar, WR)
and spontaneously hypertensive rats (SHR) (Fig. 5A-D, 6A-D and 7A-D). As expected,
vehicle did not promote significant changes in all of hemodynamic parameters. In contrast, all
cardiovascular parameters were modified after the treatment with BTCI and its derived
peptides (Fig. SA-D, 6A-D). The comparison of the maximum response to BTCI, PepChy and

PepTry between normotensive and SHR is presented in the Fig. 7A-D.

Cardiovascular effects of BTCI, PepTry and PepChy administrated via gavage on SBP,

DBP, RVC and AVC hemodynamic parameters in WR and SHR rats

BTCI in WR(n=6) decreased SBP (140.1 £ 1.3 to 102.0 = 6.3 mmHg; A -38.1 mmHg, from
the baseline, Fig. 5A) and DBP (91.5 £+ 3.0 to 51.7 £ 3.5 mmHg; A —39.8 mmHg, from the

baseline, Fig. 5C). Additionally, the drug increased RVC (72% + 15.3 %, Fig. 6A) and AVC
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(50.1 = 6.5%, Fig. 6C). In SHR (n=6), a marked decrease of SBP(175.4 = 2.5 to 113.3 + 4.8
mmHg; A -62.3 mmHg, from de baseline, Fig. 5B) and DBP (121.3 + 2.7 to 59.9 + 4.1
mmHg; A -61.4 mmHg, from de baseline, Fig. 5D) were noticeable. In addition, an increase
of RVC (78 = 10.1%, Fig. 6B) and AVC (80.3 = 11.5%, Fig. 6D) were achieved.
Additionally, Fig. 7 shows the comparison of maximum cardiovascular responses induced by
BTCI, PepChy and PepTry between SHR and WR.It is noteworthy that SBP, DBP and AVC

variations promoted by BTCI were more expressive in SHR than in WR (Fig. 7A, B and D).

PepTry gavage at dose of 3.3 mg-kg ' in WR rats (n=6) resulted in a decrease of SBP (147.9
+1.8 to 108.9 + 4.4 mmHg; A —39.0 mmHg, from the baseline, Fig. 5A) and DBP (88.6 + 1.4
t057.3 £ 2.7 mmHg; A —31.3 mmHg, from the baseline, Fig. 5C). It was observed an increase
of RVC (52.9 + 10.1%, Fig. 6A) and AVC (58.7% + 6.6%, Fig. 6C). In SHR (n=6) were
observed a decrease in SBP (178.3 + 2.0 to 123.4 + 4.6 mmHg; A -54.9 mmHg, from the
baseline, Fig. 5B) and DBP (114.8 £ 1.2 mmHg to 65.4 + 3.3 mmHg; A -49.4 mmHg, from
the baseline, Fig. 5D). And an increase of RVC was observed (98.8 £ 7.9%, Fig. 6B) and
AVC (69.9 + 8.5%, Fig. 6D). Indeed, the variations of SBP, DBP and RVC promoted by

PepTry were more expressive in SHR than in WR (Fig. 7A-D).

PepChy oral gavage at dose of 3.3 mg-kg ' in WR rats (n=6) decreased SBP (147.1 £ 2.0 to
106.3 £ 6.7 mmHg; A—40.8 mmHg, from the baseline, Fig. 5A) and DBP in (90.5 + 2.5 to
55.8 £ 3.9 mmHg; A-34.7 mmHg, from the baseline, Fig. 5C). In addition, RVC (92.30 +
19.9%, Fig. 6A) and AVC (58.2% + 16.8% Fig. 6C) increased. In SHR (n=6), the PepChy
oral gavage results in decreased SBP (184.8 +£2.0 to 126.8 + 2.3 mmHg; A-58.0 mmHg, from
the baseline, Fig. 5B) and DBP in (117.2 + 2.2 to 59.0 £ 2.6; A-58.2 mmHg, from the

baseline, Fig. 5D). It was observed an increase of RVC (105.0 + 12.5%, Fig. 6B) and AVC
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(105.8 + 5.8%, Fig. 6D). As noticed for BTCI and PepTry, all hemodynamics responses and
cardiovascular parameters in both WR and SHR were significantly altered. In addition, the
changes in SBP, DBP and AVC promoted by PepChy were more expressive in SHR than in

WR (Fig. 7A-D).
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Hemodynamic effects in WR and SHR induced by gavage administration of BTCI (30.0 mg-kg '), PepTry (3.3
mg-kg ') and PepChy (3.3 mg-kg ') or Vehicle (NaCl 0.9%), in anesthetized rats. (A) Systolic blood pressure
(SBP) in Wistar; (B) Systolic blood pressure (SBP) in SHR; (C) Diastolic blood pressure (DBP) in Wistar; (D)
Diastolic blood pressure (DBP) in SHR. The results are expressed as the mean + SEM. * compared to vehicle; #

compared to basal time. p< 0.05.
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Cardiovascular responses induced by gavage administration of BTCI (30.0 mg-kg '), PepTry (3.3 mg-kg ') and
PepChy (3.3 mg-kg ") or Vehicle (NaCl 0.9%), in anesthetized rats. (A) Renal vascular conductance (RVC) in
Wistar; (B) Renal vascular conductance (RVC) in SHR; (C) Aortic vascular conductance (AVC) in Wistar (D)
Aortic vascular conductance (AVC) in SHR. The results are expressed as the mean + SEM. * compared to

vehicle; # compared to basal time. p< 0.05.

As shown in the Fig. 5, 6 and 7, the values of hemodynamic parameters evaluated in WR rats
in the presence of BTCI and derived peptides presented reduction of SBP and DBP. On the
other hand, the values of RAC and AVC increased after administration of BTCI and peptides
with the highest response for BTCI and PepChy at 180 minutes and PepTry at 270 minutes. In

the SHR rats, the values of SBP and DBP were similar with faster reduction for BTCI and
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PepChy, when compared to the PepTry. In contrast, it was observed an increase of the RAC
and AVC hemodynamic parameters after 30 minute administration of BTCI and peptides with

greater expressiveness for PepChy.
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The maximum response induced by gavage administration of BTCI (30.0 mg-kg "), PepTry (3.3 mg-kg ') and
PepChy (3.3 mg-kg ') in anesthetized WR rats (n=6) and SHR (n=6). (A) Systolic blood pressure (SBP); (B)
Diastolic blood pressure (DBP); (C) Renal vascular conductance (RVC); (D) Aortic vascular conductance

(AVC). The results are expressed as the mean £ SEM. * compared to WR. p< 0.05.
p P

The results presented in Fig. 6A-D, show that up to 180 minutes significant increase of the
renal and aortic conductance for all molecules was achieved, compatible with vasodilation
effect on the respective arteries. Indeed, comparing the WR and SHR models studied for

BTCI, it can be observed that up to 180 minutes the measured values were similar, and
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differed from 180 to 360 minutes. At 360 minutes, the values for the WR rats drastically
decreased near to the basal level. These data indicate that vasodilation of the renal artery was
greater than the aortic artery (Fig. 6A and 6C). It is noteworthy the expressive increase of
CVR and AVC for PepChy in both WR and SHR models (Fig. 6A-D). Altogether the in vivo
assays suggest that BTCI and related peptides had a greater hypotensive effect in SHR than in

WR rats (Fig. 7A-D).

Effects of BTCI, PepChy and PepTry on left ventricular contractility and coronary

vasodilation

The effects of BTCI, PepChy and PepTry on left ventricular contractility and coronary
vasomotricity in the isolated hearts are presented in Fig. 8A-L. All the molecules have shown

expressive changes on left ventricular contractility and coronary vasodilation.

The BTCI infusion promoted a transitory increase followed by a significative reduction in the
left ventricular end-systolic pressure (LVESP, Ep,y: -17.83 + 4.34%, p<0.05), maximal rate of
left ventricular pressure rise (dP/dtmax, Emax: -15.73 £ 5.22 %, p<0.05) and maximal rate of left
ventricular pressure decline (dP/dtmin, Emax: -30.15 = 7.21 %, p<0.05) (Fig. 8A, D and G).
BTCI also promoted a coronary vasodilation observed by the reduction of the perfusion
pressure (Epmax: -38.08 = 5.77%, p<0.05) (Fig. 8J) without changing the heart rate (data not

shown). The pre-treatment with L-NAME blunted the cardiac effects of the BTCI.

Similarly to BTCI, PepChy induced a significative reduction in the LVESP (Emax: -18.13 £
2.38%, p<0.05), dP/dtmax (Emax: -21.73 £ 3.03%, p<0.05) and dP/dtmin (Emax: -29.95 + 4.08%,
p<0.05) (Fig. 8B, E and H). This peptide also promoted a reduction of the perfusion pressure

(Emax: -24.59 + 3.94%, p<0.05) (Fig. 8K). The pre-treatment whith L-NAME abolished these
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effects. Unexpectedly, PepChy promoted an transitory increase in the LVESP, dP/dty.x and
dP/dtyin and dt/dtmax and dP/dtyin in the presence of L-NAME (Fig. 8B, E and H). The heart

rate was not changed by PepChy (data not shown).

The perfusion with PepTry in the isolated hearts also evoked a significative reduction in the
LVESP (Epax: -18.55 £+ 2.70%, p<0.05), dP/dtyax (Emax: -17.89 £ 3.29 %, p<0.05) and dP/dty;n
(Emax: -27.78 £ 4.15 %, p<0.05) (Fig. 8C, F and I). This peptide also induced an significant
decrease in the perfusion pressure (Epax: -37.09 + 5.12%, p<0.05) (Fig. 8L). No changes were
observed in the heart (data not shown). The treatment with L-NAME only atenuated the
reduction of the LVESP promoted by PepTry (Fig. 8C), but did not inhibited the effects on

dP/dtmax,dP/dtmin, or perfusion pressure (Fig. 8F, I and L).
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Figure 8
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baseline, “p<0.05 vs. between time points. Two-way ANOVA followed by Sidak’s multiple comparison post-test.
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Discussion

Hypertension is a worldwide health tricky problem considered a major risk factor for stroke
and heart attacks and cardiovascular morbidity and mortality as well as renal diseases. Most
of the drug classes in combination and in low doses provide several medical benefits in
antihypertensive therapies and preventing renal, cardiovascular and non-vascular diseases,
such as glaucoma and diabetic®’. Nevertheless, the adverse side effects in some patients have
been responsible for limitations and reduced compliance of current treatments™*'~°. Thus, it
is important to identify novel molecules, as natural and synthetic or modified compounds, for
drug development with therapeutic potential for treatment of hypertension and others

. . 22,37
cardiovascular diseases™

. The present study the hypotensive and vasodilator property of
BTCI and two newly synthesized peptides derived from BTCI, namely PepChy and PepTry

were investigated. Additionally, the possible mechanism of action underlying its hypotensive

effects was evaluated.

BTCI is well- characterized as ‘‘double-headed’’ protease inhibitor capable to inhibit trypsin
and chymotrypsin independently and simultaneously irreversibly blocking the enzyme active
site through its two specific reactive sites (P1), K26 and F53, respectively'"*"****° Here,
bioactive peptides derived from BTCI were designed to contain these reactive sites for trypsin
(PepTry) and chymotrypsin (PepChy), which were able to inhibit the proteases with less
affinity than BTCI, as indicated by inhibition constants. Comparatively, the lower affinity of
peptides can be due to lacking of structural regions such as those stabilizing the whole
interface of the BTCI-protease complex. This is in agreement with previous reported data in
which cyclic peptides from BBI family with additional amino acid residues after the disulfide

bond presented a highest inhibitory activity against proteases™*'.
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Bioactive peptides have been described as a blood-pressure lowering agents by decreasing
renin or angiotensin-converting enzyme (ACE) activities, and by regulating the NO synthesis

pathwaym'25

. Among them, the peptides with high antihypertensive potency have been
designed based on the side chain amino acid cleavage position. Some of them containing
charged (arginine and/or lysine), hydrophobic (valine, isoleucine, proline) and mainly
aromatic amino acids (phenylalanine, tyrosine) residues were identified as ACE inhibitors and
characterized as potent antihypertensive agents” . A BIOPEP database of biologically active
peptides, including the ACE-inhibitors, and amino acid sequence is available at
http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/pl/biopep™. Nevertheless, to date, no cyclic

peptides derived from BBIs, as BTCI, containing reactive sites formed by aromatic and

positive charged amino acid residues, were investigated as antihypertensive agents.

Similarly to BTCI, the two cyclic peptides contain the same reactive sites K26 and F53
responsible for inhibiting trypsin and chymotrypsin, respectively and also trypsin- and
chymotrypsin-/ike proteases. These peptides were chosen based on our previous studies
where, the natriuretic, hemodynamic and cardiovascular and anticarcinogenic effects of BTCI
were attributed to its ability to inhibit trypsin and chymotrypsin-like proteases™ ™'*?*,
Therefore, as expected, all results showed that blood pressure-lowering on WR and SHR is
associated with the capability of BTCI and both peptides to inhibit proteases, such as ACE,
and other trypsin/chymotrypsin-/ike proteases. Therefore, here, the ACE-inhibitory activity of
the BTCI, PepChy and PepTry increased in a dose-dependent manner presenting the
ICsg value estimated as 54.6 £2.9 uM, 24.7 + 1.1 uM, and 24.4 £+ 1.1uM, respectively.

The inhibition activities of BTCI and peptides against ACE was performed in order to

investigate the possible mechanism involved in blood pressure-lowering on WR and SHR, as
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ACE is a protease involved in blood pressure control and BTCI and tested peptides are
proteases inhibitors. As observed, ACE maximum concentration of BTCI inhibition were
greater (300 pM) compared with trypsin and chymotrypsin inhibition (6 uM and 40 uM,
respectively) indicating that BTCI is more potent inhibitor against trypsin and chymotrypsin
than ACE. Therefore, the maximum concentration differences to inhibit ACE by BTCI
compared to those proteases can be attributed to conformational differences of the active site
of ACE leading to steric impediments that avoid or hinder optimal interaction between BTCI

and ACE molecules.

Based on these results, the inhibitory activities of BTCI and peptides against ACE may be
mainly due the presence of the basic (lysine) and the hydrophobic (phenylalanine) amino
acids in the reactive loops that also determine the potency of protein and peptides inhibition of
trypsin and chymotrypsin proteases. In all three molecules, BTCI and peptides, the positively
charged g-amine group derived from lysine and the active site occlusion by phenylalanine
interactions might have closed to the ACE active site. It is noteworthy that the peptides
containing aromatic, positively charged and some hydrophobic residues (proline, isoleucine,
valine and leucine), like BTCI, have been reported as strong ACE-inhibitors and
antihypertensive agents*’. Additionally, the ICs values of BTCI, PepChy and PepTry are in
agreement with those ACE-inhibitory peptides from several proteins deposited in the BIOPEP

database (http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/en/biopep)*.

The ACE-inhibitory effects of PepChy and PepTry were consistent with molecular docking
simulation. As seen in Fig. 4, the hydrophobic phenylalanine and the charged lysine amino
acids in all the inhibitors make the most important hydrophobic and electrostatic interactions

in the ACE active site and are responsible for inhibiting ACE activity.
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The docking simulation showed that the interaction between two peptides and ACE occurs
with the key residues within the catalytic site. It consists of E411, Y523, V518, H353, H513,
E384, A354, Y520, E384 and Zn*". The stability of ACE peptides interaction is represented
by the binding energy values, which is dependent of the number of hydrogen bonds,
hydrophobic and electrostatic interactions, as well as interaction with Zn>" cofactor.
Typically, high stability is related with a better inhibition showing lower ICs value. The best
results were obtained for PepChy and PepTry at the ACE active site near to the Zn>* ion. The
lowest values of binding energies and ICs, of about -11.0 kcal/mol and 24.0 pM, respectively,
were obtained, which were compatible with the high stability of ACE-peptides complex. The
peptides bind to the active site pocket of ACE through hydrogen bonds, hydrophobic and
electrostatic forces. In addition, PepChy and PepTry are also linked through F3 and K3,
respectively, with specific amino acid side chains responsible for zinc coordination, such as
E411, H383, E384, by induced ion-dipole and electrostatic interactions. It has been reported
that the same interactions play an important role in stabilizing the interface of the ACE-

3335 Therefore, these results

lisinopril and selenium analogues of captopril complexes
suggested that these interactions contribute to the stabilization of the ACE-peptide complex,
which lead to strong ACE-inhibitory activity. Finally, altogether, these results points out the

important in vitro and in vivo antihypertensive properties and a potential role of these

molecules in the reduction of blood pressure, discussed below.

The present study was firstly motivated by inhibitory effects of BTCI related to its natriuretic
effects on renal system model of Wistar rats. As reported, BTCI enhanced guanylin-induced
natriuresis'® and showed a protective effect on bradykinin towards plasma serine proteases

cleavage as well as enhanced renal aortic vasodilation induced by bradykinin'®. Furthermore,
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it is also known that the cyclic peptides with nine amino acid residues stabilised by one
disulfide bond present, besides their inhibitory activity against trypsin and chymotrypsin
through lysine and phenylalanine reactive sites, respectively, structural rigidity and stability

and can be tested and used as a natural protease inhibitor'""’

. Based on structural and
inhibitory property of BTCI and peptides, as well as the natriuretic and hemodynamic effects
of BTCI, the hypotensive effects through the peripheral vascular resistanceand endothelial
nitric oxide synthase (eNOS)/nitric oxide (NO) (eNOS/NO) pathway in vivo and ex vivo,

respectively, were investigatedin the present study.

The results of in vivo assays showed: . BTCI and relate peptides promoted a decrease of SBP
and DBP and renal and aortic vasodilation in WR and SHR; II. The decreased in SBP, DBP and
aortic vasodilation promoted by BTCI and PepChy is more expressive in SHR than WR; III.
The reduction in SBP, DBP and renal vasodilation caused by PepTry administration is more
expressive in SHR than WR. Taken together, the results demonstrate that BTCI and relate
peptides have antihypertensive and vasodilator effects. Also, the present findings highlight the

possible therapeutic potential in the treatment of hypertension of those compounds.

In general, blood pressure-lowering effects of drugs or chemical compounds and bioactive
peptides are related with the ability to modulate the renin-angiotensin system by the inhibition
of renin or angiotensin-converting enzyme (ACE) and also by increase enzymatic activity of
the endothelial nitric oxide synthase (eNOS) leading to increase nitric oxide (NO)***’.
Additionally, as known, the effects of antihypertensive drugs by reducing systolic or diastolic
blood pressure daily are important factor to prevent the risk of cardiovascular diseases and

stroke. Our data demonstrate that BTCI and the peptides administration promoted a decrease

of SBP and DBP and an increase in RVC and AVC in WR and SHR. These increases indicate
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vasodilation in the renal and aortic territories, which possibly leads to the hypotension
observed after oral administration of BTCI and the peptides. All results are consistent with
our previous data, which were showed that BTCI has a protective effect on bradykinin
cleavage through inhibition of plasma serine proteases and presented the vasodilation and
hypotensive responses by intravenous administration'’. It has also been demonstrated that
BTCI enhanced the effect of guanylin on natriuresis increasing urine flow, Na" excretion and
glomerular filtration rate'®. In addition, the greatest effects of guanylin on osmolar clearance
were achieved in the presence of BTCI. It is noteworthy that the results obtained here are
consistent with those reported for bioactive peptides, hydrolysed proteins and commercial
compounds that reduce SBP and DBP and increase renal and aortic vasodilation™***.
Altogether, these effects and the sodium and water/urine excretion (pressure-natriuresis)
promoted by BTCI can provide a compensatory effect on blood pressure lowering by

: - - 47-49
decreasing the peripheral vascular resistance™ .

PepTry and PepChy also showed vascular relaxation and consequent hypotensive effects in
vivo. We highlight the PepChy effects, since this peptide promoted expressive aortic
vasodilation in SHR. Additionally, we also demonstrated that hypotensive responses observed
by peptides administration were more expressive in SHR than in WR. Therefore, these results
indicate a possible therapeutic potential of BTCI and its related peptides in the treatment of

hypertension.

The renin-angiotensin system (RAS) plays a crucial role to regulate blood pressure and
electrolyte homeostasis. ACE catalyzes the degradation of the blood pressure lowering
bradykinin that is responsible for the release of prostacyclin and nitric oxide (NO) on blood

35,50-53

vessels . These systems were tested in ex vivo assays only for BTCI and PepChy,
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considering their higher expressive hypotensive effects in vivo compared to PepTry.
Interestingly, no inhibitory effects of BTCI and its derived peptide, PepChy, were detected in

the specific systems.

Nevertheless, these peptides were able to promote an important coronary vasodilation observed
by the reduction in the perfusion pressure of the isolated hearts. These finding are in agreement
with the increase of the vascular conductance observed in in vivo assays. The coronary
vasodilation induced by BTCI or PepChy was completely blunted by the nitric oxide synthase
inhibition. The involvement of the eNOS/NO pathway in the vascular tonus of the coronary

arteries has been reported by previous studies™*>°

. However, the pre-treatment with L-NAME
did not change the reduction on the perfusion pressure induced by PepTry. Thus, the coronary
vasodilation induced by PepTry seems to be mediated by a nitric oxide-independent manner.
Further investigation is needed to better understand this effect. Additionally, we observed that
BTCI and PepChy promoted negative inotropic effect in isolated hearts that was inhibited by
the non-selective NOS inhibitor, L-NAME. Previous studies have shown the involvement of

the NO on myocardial contractility57'59

. High concentration of the NO can increase the
production of the cGMP by activating the guanylyl cyclase resulting in the activation of a PKG.
The activation of PKG can blockade the L-type Ca*" channels in the plasma membrane of the
cardiomyocytes and reduce the ventricular contractility’’. The pre-treatment with L-NAME

was not able to blunt the effects of the PepTry on cardiac contractility, suggesting again, that

the nitric oxide is not involved in the effects evoked by this peptide.

In conclusion, the presented results showed that BTCI, PepChy and PepTry promoted reduction

in the blood pressure and coronary vasodilation. Thus, these data suggest these peptides have
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great therapeutic potential that can form the basis for further studies involving the development

of new drugs for treatment of cardiovascular diseases.

Material and Methods

Purification of BTCI and its derived peptides, PepTry and PepChy

BTCI was purified from Vigna unguiculata seeds as previously described by Ventura et
al.'”. In brief, crude extract (CE) from Vigna unguiculata seeds were obtained after
incubation of homogenized seeds in distilled water in the presence of 10.0 uM of
phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF), a synthetic protease inhibitor, at 4 °C for 12 hours,
followed by precipitation of 2.5% (v/v) TCA (trichloroacetic acid PA-C,HCI;0;) (Sigma
Aldrich, USA) and 50% ammonium sulfate ((NH4)2 SO4) (m/v). The suspension was
centrifuged at 8.000g for 40 minutes at 4 °C and the precipitate (CE) was collected, dialyzed
and stored at 4 °C. The purification of BTCI was achieved with one step of ion exchange
chromatography using previously activated DEAE-cellulose resin (Sigma Aldrich). The

proteins were eluted using 10 mM phosphate buffer, pH 7.3 and a linear gradient of 0-800

mM NaCl. The fractions corresponding to BTCI were dialyzed and lyophilized.

PepTry (CTKSIPPQC-OH; S-S on Cys 1-9) and PepChy (CTFSIPAQC-OH; S-S on Cys 1-9)
were purchased from AminoTech Research and Development (Sao Paulo, SP, Brazil), which
were synthesized by standard solid-phase method using the FMOC strategy®"®. FMOC-
amino acids and reagents were purchased from NovaSyn TGA (Novabiochem, San Diego,
CA, USA). Peptides were synthesized through steps of deprotection of the FMOC group
using 20% (v/v) 4-methylpiperidine in dimethylformamide (DMF). The complete peptide
linked to the resin was obtained after successive cycles of peptide bond formation using 2-
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(1H-Benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethylaminium tetrafluoroborate (TBTU) in DMF at
room temperature and followed by removal of FMOC groups and coupling with the
subsequent amino acids®. The peptide was cleaved from the resin by 92.5% (v/v)
trifluoroacetic acid (TFA), 2.5% (v/v) thioanisole, 2.5% (v/v) 1,2-ethanedithiol, 2.5% (v/v)
and precipitated using diisopropyl ether (—20 °C). The precipitate was solubilized using 50%
(v/v) acetonitrile (ACN) and then lyophilized. The formation of disulfide bonds was achieved

in diluted solution buffered adjusted with NH4OH at pH 8.

Peptides were purified by reverse-phase high performance liquid chromatography, RP-HPLC
(Class LC-20A from Shimadzu Corp., Kyoto, Japan), using a semi-preparative C18 Shim-pak
VP-ODS column (5pm, 4.6 x 250 mm) (Shimadzu Corp., Kyoto, Japan) with a linear gradient
(5%-45%) of ACN. The column was washed with 95% ACN and 0.1% TFA and equilibrated
with 5% ACN and 0.1% TFA. Crude peptide extract was applied to the column subjected to a
linear gradient (5 to 95%) of ACN for 90 minutes at a flow rate of 1.0 mL/min. The

chromatographic profile was followed by reading the absorbance at 220 nm.

The purity and molecular mass of BTCI and peptides were estimated by electrospray
ionization mass spectrometry (ESI-MS) on a LCMS-2020 system (Shimadzu Corp., Kyoto,
Japan). The positive reflector with external calibration, as well as molecular mass ranges of
calibrants comprise the molecular masses of BTCI 9100 Da and peptides of about 950 Da.
were considered. Concentration of the peptides was estimated using absorbance at 215, 225

and 205 nm, as follows®":

(A215-4225)x 144]+(A%°5 x 31)
2

C (ug/mL) = [ x dilution factor (D

V0



Inhibition assay of BTCI, PepTry and PepChy against trypsin and chymotrypsin

The inhibitory activities of BTCI, PepTry and PepChy against trypsin and chymotrypsin
activities were assayed using the substrates Na-benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilide (BAPNA)
and n-glutaryl-L-phenylalanine-p-nitroanilide (GPNA), respectively (Sigma)'®**. The
enzymatic assays were performed in 50 mM Tris-HCI, CaCl, 20 mM pH 7.6 for chymotrypsin
or pH 8.2 for trypsin. Forty pL. of BTCI and PepTry (0 to 20 uM) and BTCI and PepChy (0 to
50 uM) were incubated with 40 pL of trypsin (2.57 uM) or chymotrypsin (28.60 uM),
respectively, in a 96-well plate at room temperature for 15 minutes. Then, 200 uL. BAPNA
(0.064 mg/mL) or GPNA (0.8 mg/mL) were added. The reaction was stopped by addition of
30 uL 30% acetic acid (v/v). The enzymatic hydrolysis of the substrate was evaluated by
recording the absorbance at 410 nm. The residual activities of the enzymes, in the presence of
inhibitors, were estimated considering the free enzyme activity to be 100%. Inhibition
constants of the enzyme-inhibitor complexes, Ki, were calculated from fitted inhibition
curves” using the GRAFIT program version 3 (Erithacus Software, Horley, Surrey, United

Kingdom).

ACE inhibition assay

Inhibitory activities of peptides PepTry and PepChy and BTCI against ACE were performed
according to Hayakari, et al. (1978) using the synthetic substrate hippuryl-L-histidyl-L-
leucine (HHL)®. Briefly, ACE stock solution was obtained from rabbit lung in 10 mM
sodium phosphate buffer, pH 8.3 and BTCI and peptides stock solutions were prepared in
MilliQ water (m/v). Concentration of BTCI was estimated from spectrophotometric
absorbance at 280 nm based A% = 8.23. Concentration of PepTry and PepChy were
estimated according to equation 1. BTCI and peptides were diluted in 10 mM sodium

phosphate buffer pH 8.3 to obtain the concentration ranging from 0 to 600 uM. Ten pL

LU/



peptide solutions were pre-incubated with 10 pL of ACE containing 0.5 M NaCl at 37 °C for
10 min. The mixture was then incubated with 10 puL substrate containing 12.5 mM HHL in 10
mM sodium phosphate buffer, pH 8.3 and 300 mM NaCl at 37 °C for 45 min. The enzymatic
reaction was terminated by adding a mixture containing 550 pL of 100 mM sodium phosphate
pH 8.3 and 332.5 pL of 3% (m/v) 2,4,6-trichloro-s-triazine (TT) (in dioxane). Mixture was
incubated for 5 min. at room temperature and then centrifuged at 1000g for 10 min at 4°C.
The absorbance values of supernatants containing hippuric acid liberated from HHL were
recorded at 382 nm using the Jasco Spectrophotometer V-530 (Jasco Analytical Instruments,
Tokyo, Japan). ICsy values for peptides and BTCI were calculated from nonlinear regression
curve of ACE residual activity (%) versus inhibitors (BTCI, PepTry and PepChy)
concentration (WM) using Origin software (OriginLab Corporation, USA). The control was
prepared containing only the substrate without enzyme solution. The assay was performed in

triplicate.

Interaction of Peptides with Angiotensin converting enzyme (ACE) by docking

procedure

The binding of peptides into ACE active site was performed using the Evolutionary
Algorithm for Docking (EADock)”’, available at http://www.swissdock.ch/docking#. This
algorithm is based on two adjust functions of molecular docking, interfaced with the
CHARMM package for binding energy calculations and output the atomic coordinates of the
protein-ligand complex. The tridimensional coordinates of target protein (ACE, PDB code
108A) and ligands, PepTry and PepChy, derived from BTCI structure (PDB code 3RU4),
were considered for docking procedure. The tridimensional coordinates of ligands were

prepared using Pymol program (DeLano Scientific LLC) and converted into a MOL?2 file
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format with all hydrogen using the Open Babel GUI programa® version 2.4.1. The best model
was ranked according to position of ligands closest to ACE active site, as well as the docking
scores (Full Fitness) and the most favorable estimated Gibbs free energy values for the ACE-

peptide binding process.

In vivo assays: hemodynamic and cardiovascular effects of BTCI, PepTry and PepChy

Animals

Adult male Wistar (WR) and spontaneously hypertensive (SHR) rats weighing 250 to 300 g
from the Department of Physiological Sciences of the Federal University of Goias, Brazil,
were used in all in vivo assays. The animals were housed in special room under controlled
conditions of 12-h light—-dark cycle and 23 + 1°C temperature with free access to water and
food. The use of animals and the protocols for in vivo and ex vivo assays were approved by
the Ethics Committee of Animal Use and Care at the Federal University of Goids, Brazil

(protocol numbers 13/2016 and 039/2017).

Surgical Procedures

Surgical procedures were performed as previous described.'” Rats were anesthetized with
isoflurane (2% in O,) and arterial blood flow (ABF) measurement was carried out from the
right femoral or brachial artery via catheters. Administration of drugs was made through a
catheter inserted into femoral veins. Anesthesia was maintained with urethane (1.2 mgkg™,
iv.). Tracheotomy was performed in order to reduce respiratory effort and airway resistance.

The electrocardiogram (ECG) was monitored from needle electrodes on the forelimbs. For
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recording hemodynamic parameters rats were placed in a stereotaxic apparatus (Insight Ltda.,
Ribeirdo Preto, SP, Brazil) in the ventral decubitus position. Body temperature was

maintained at 37 £ 1.0°C with a heated water-circulating pad.

Hemodynamic and cardiovascular parameters recording

After stabilization of the cardiovascular parameters, 0.9% NaCl (vehicle - V) = or BTCI (30.0
mg/kg) and its derived peptides, PepTry and PepChy (3.3 mg/kg) were administered via
gavage. The hemodynamic and cardiovascular parameters, systolic blood pressure (SBP),
diastolic blood pressure (DBP), renal vascular conductance (RVC) and aortic vascular
conductance (AVC) were recorded immediately after gavage and were monitored during 6

hours.

Pulsatile arterial pressure (PAP) measurements were performed through an arterial cannula
connected to a pressure transducer linked to a specific amplifier (MLT0380 and Bridge Amp,
ML221, AD Instruments, Bella Vista, Australia). Hemodynamic parameters were recorded
(1000 samples/s), using a digital analog converter and LabChart 7 software (PowerLab 4/25,
ML845, AD Instruments, Bella Vista, Australia). ECG signals were recorded (2.000
samples/s) using a digital analog converter, and were considered to calculate HR. The RBF
and ABF were recorded in absolute values (mL/min) through miniature probe on the left renal
artery and abdominal aorta connected to a T206 flowmeter (Transonic Systems, Inc., Ithaca,
NY, USA). The recorded signals (1000 samples/s) were analyzed using the PowerLab 4/25,
ML845, AD Instruments, Bella Vista, Australia). The RVC and AVC were estimated by the

ratio of RBF/mean arterial pressure (MAP) and ABF/MAP, respectively. The ARVC and

AAVC were expressed as percentage change.
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Ex vivo assays: Effects of BTCI, PepChy and PepTry on left ventricular contractility
and coronary vasodilation

Male WR and SHR weighing 250 to 300 g were used, as described above. To evaluate the
cardiac effect of BTCI, PepChy and PepTry, isolated hearts were perfused according to
Langendorff technique®. Heparin (200 1.U) was injected intra-peritoneally and after 10-15
min animals were decapitated. The heart was carefully dissected and connected in the
Langendorff system through the aortic stump and perfused with Krebs-Ringer solution
containing 118.4 mM NaCl, 4.7 mM KCI, 1.2 mM KH,POy4, 1.2 mM MgSO47H,0, 1.25 mM
CaCl,2H,0, 11.7 mM glucose, and 26.5 mM NaHCO;. In addition, albumin (0.2 mg/mL) was
added to Krebs Ringer's solution to prevent aggregation of BTCI and peptides in the
glassware of the system. The system was maintained with constant perfusion flow of 10.0+2
mL/min, at 37°C and constant oxygenation (5% CO; and 95% O;). Isovolumetric left
ventricular systolic and diastolic pressures were measured after insertion of a balloon into the
cavity of the left ventricle through a left atrium incision. Diastolic intraventricular pressure
was measured during coronary perfusion via a pressure transducer connected to the aortic
cannula and was adjusted to 10 £ 2 mmHg. After 30 to 40 min, the hearts were perfused for
10 minutes with KRS containing (1) BTCI (1.0 nM), (2) PepChy (1.0 nM), or (3) PepTry (1.0
nM). To evaluate the possible effects of these peptides on eNOS/NO pathway, hearts were
perfused with KRS containing nitric oxide synthase inhibitor NG-nitro-L-arginine methyl
ester (L-NAME; 1 uM) for 15 min before the perfusion of BTCI, PepChy or PepTr °y. The
coronary vasodilatations induced by peptides were recorded and analyzed using a data
acquisition system (DATAQ Instruments, Akron, OH, USA).

Statistical analysis
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The GraphPad Prism software (v 6.03) was used to calculate cardiovascular parameters as

mean + E.P.M (Mean Standard Error). Variance (ANOVA two ways) and a subsequent

Tukey's post-test were used to analyze the SBP, DBP, RVC and AVC variations. The

maximum response after administration of BTCI, PepChy and PepTry were analyzed by

Student's t-Test. The results obtained for left ventricular pressure from isolated hearts were

compared using two-way analysis of variance and Sidak’s post-test. Value of p<0.05 was

considered to denote a significant difference.
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