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Resumo

Lameu, C/ Gomes, CL. O sistema nervoso central como alvo das agdes anti-
hipertensivas de um peptideo rico em residuos de prolina do veneno da Bothrops
jararaca. 2009. 158p. Tese de Doutorado — Programa de Pos Graduacdo em

Bioquimica. Ingtituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo.

Os peptideos potenciadores da bradicinina (BPPs) presentes no veneno da serpente
Bothrops jararaca sdo oligopeptideos ricos em prolinas. Eles foram os primeiros
inibidores naturais da enzima conversora de angiotensina (ECA) descritos. As
propriedades bioguimicas e farmacoldgicas desses peptideos foram essenciais para o
desenvolvimento do captopril, o primeiro inibidor sitio-dirigido da ECA, usado para
tratar a hipertensdo humana. Recentes dados tém sugerido que a atividade
farmacoldgica dos BPPs ndo pode ser explicada somente pela acdo inibitéria da
atividade da ECA e que os efeitos dos BPPs devem envolver a participacdo do sistema
nervoso central (SNC). Nesse trabalho foi caracterizada a sinalizacéo de Ca®* induzida
pelo BPP-10c [<ENWPHPQIPP] em células neuronais obtidas de cultura priméria de
cérebro de ratos neonatos. As elevagdes na [Ca*]; induzida por vérias concentracdes de
BPP-10c revelaram uma curva dose-resposta atipica. A resposta maxima de transientes
de [Ca’™"]; foram medidas na concentracdo de 1 mM de BPP-10c, enquanto que em
concentragdes mais elevadas houve um declinio das respostas de [Ca?'];. Esse efeito foi
independente da atividade do receptor de bradicinina (BK) e foi mediado por um
receptor acoplado a Gjj. A sinalizag&o do BPP-10c levou a um aumento da producdo de
oxido nitrico (NO) por células neuronais, como decorréncia da ativacdo da NOS, uma
enzima Ca’*-dependente e da super-expressio da NO sintase endotelial (eNOS) e da

argininosuccicinato sintase (ASS), enzima passo limitante no fornecimento de substrato

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

11

para a NOS. Além disso, ensaios de afinidade com o BPP-10c revelaram além da ASS,
a singpsina como potencial alvo do BPP-10c no SNC. O fato do BPP-10c interagir com
a sinapsing, proteina envolvida com a exocitose, e aumentar a producdo de NO por
células neuronais pode explicar a sua capacidade de induzir a liberacdo dos
neurotransmissores, GABA e glutamato, ambos com importante papel na regulacéo da
pressdo arterial. O NO no SNC também age como neurotransmissor, regulando a
atividade simpatica e parassimpatica. O BPP-10c produz queda da pressdo da arterial e
da freqUéncia cardiaca, indicando uma interferéncia direta na atividade autonémica
simpética, parassimpética ou ambas, provocando mudancgas no controle barorreflexo da
freqiéncia cardiaca. De fato, esse peptideo mostrou aumentar a sensibilidade
barorreflexa de SHRs que estd diminuida nesses animais quando comparados a ratos
normotensos. Foi demonstrado também que o efeito do BPP-10c administrado
perifericamente foi semelhante ao administrado centralmente, sugerindo que o efeito
anti-hipertensivo do BPP-10c deve envolver o SNC. Dessa maneira, apesar do bem
caracterizado efeito anti-hipertensivo baseado na inibicdo da ECA, esse trabalho
evidencia a existéncia de um segundo mecanismo para acdo do BPP-10c no controle da
presséo arterial. No SNC, o BPP-10c modula a expresséo da eNOS e da ASS e induz
um aumento na producdo de NO e liberagdo dos neurotransmissores, GABA e
glutamato, para controlar a atividade simpética e/ou parassimpética que reflete no
aumento da sensibilidade do barorreflexo de SHRs. Sendo assim, as caracteristicas
bioguimicas e farmacoldgicas do BPP-10c abrem perspectivas para o desenvolvimento

de farmacos baseado em um novo avo terapéutico.

Palavras-chave: Peptideos potenciadores da bradicinina, 6xido nitrico, sinapsina, anti-

hipertensivo, sistema nervoso central, barorreflexo.
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Abstract

Lameu, C/ Gomes, CL. The central nervous system as target for anti-hypertensive
actions of a proline-rich peptide from Bothrops jararaca venom. 2009. 158p. PhD
Thesis — Graduate Program in Biochemistry. Ingtituto de Quimica, Universidade de Séo

Paulo, S0 Paulo.

Pyroglutamyl proline-rich oligopeptides, denominated bradykinin-potentiating peptides
(BPPs), present in the venom of the viper Bothrops jararaca were the first described
naturally occurring angiotensine-converting enzyme (ACE) inhibitors. The biochemical
and pharmacological properties of theses peptides were essential for the development of
captopril, the first active site-directed inhibitor of ACE, currently used to treat human
hypertension. Recent data have suggested that the pharmacological activity of BPPs
could not only be explained by their inhibitory action on the ACE activity and that BPP-
mediated effects may involve the central nervous system. In this work, we have
characterized BPP-10c [<ENWPHPQIPP]-induced calcium signaling in neuronal cells
obtained as primary culture from day 1 of postnatal rat brain. Elevations of [Ca?*];
induced by increasing concentrations of BPP-10c revealed an atypical dose-response
curve. Maximal [Ca’"]; peak values were measured a 1 M BPP-10c concentration,
while further raising BPP-10c concentrations led to a decline of [Ca']; responses. This
effect was independent from kinin-B2 receptor activity and was mediated by a yet
unknown G protein-coupled receptor. BPP-10c signaling promoted an increase of
nitric oxide (NO) production in neuronal cells, as consequence of Ca*-dependent NO
synthase activation and upregulated gene expression of endothelial NO synthase
(eNOS) and argininosuccicinato synthase (ASS), a limiting step enzyme in the NO-

citrulline cycle. Furthermore, affinity chromatography assays revealed ASS and
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synapsin as potential binding partners of BPP-10c in the CNS. In view of that BPP-10c
interacts with synapsin, a protein involved with exocytos's, and induces NO production
in neuronal cells, these data could explain its capacity of inducing release of the
neurotransmitters GABA and glutamate with important roles in blood pressure
regulation. NO also acts as neurotransmitter in the CNS, thereby regulating sympathetic
and parasympathetic activities. The presence of BPP-10c also mediates reduction of
arterial pressure and heart rate suggesting direct interference of BPP action with
autonomic sympathetic and/or parasympathetic activity and the baroreflex control of the
heart rate. In agreement, this peptide led to increased baroreflex sensitivity of
spontaneous hypertensive rats. We have also demonstrated that the BPP-10c-mediated
anti-hypertensive effect was similar following peripheral or central administration,
suggesting the participation of the CNS in this process. The existence of a second
mechanism for BPP-10c action on blood pressure control as new therapeutic target
which is independent from ACE inhibition shall initiate novel approaches for anti-

hypertensive drugs.

Keywords: Bradykinin-potentiating peptides, nitric oxide, synapsin, anti-hypertensive,

central nervous system, baroreflex.
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1.1. Hipertensao Arterial

A hipertensdo arterial € uma disfuncdo que atinge um grande nimero de
individuos (30% da populacéo brasileira) de diferentes faixas etérias (5% de criangas,
15-20% da populacdo adulta e mais de 50% dos idosos), sexo, etnias, habitos,
dependéncias quimicas, condi¢des psiquicas e ambientais. Apesar do progresso na
terapéutica, prevencao, deteccdo e tratamento, a hipertensdo arterial sistémica, continua
sendo um problema grave de salde publica (informacdes. |V Diretrizes Brasileiras de
Hipertensdo Arterial). No Brasil, as doencas cardiovasculares passaram do patamar de
11,8% na década de 30 para 31,5% da mortalidade geral em 2003. Estdo associadas ao
aumento de risco de mortalidade e morbidade por derrame, doencas coronérias,
insuficiéncias cardiacas congestiva, doencas renais, causando um impacto negativo na
qualidade de vida. Essas doencas sdo responsaveis por 65% dos 6bitos ocorridos, ndo
somente entre os idosos, mas constituindo a segunda causa de morte na faixa etéaria de
45 a 64 anos e a terceira entre 25 e 44 anos, segundo a Sociedade Brasileira de
Hipertenséo Arterial.

A hipertensdo ainda ndo pbde ser eliminada porque ndo ha vacinas para prevenir
o desenvolvimento, mas pode ser controlada através da adocéo de habitos de vida mais
saudaveis ou através de medicamentos. Apesar da disponibilidade no mercado de mais
de 75 agentes anti-hipertensivos divididos em 9 classes, incluindo os bloqueadores de
aldosterona, b-bloqueadores noradrenérgicos, inibidores de renina, antagonistas do
receptor de endotelina e inibidores de peptidases, o controle da presséo arterial de cada
paciente esta ainda aquém do desejado (Israili et al., 2007). Por isso, novas classes de

drogas anti-hipertensivas e novos compostos tém sido estudados a fim de ampliar a
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variedade de terapias para o combate a hipertensdo arterial nas suas multiplas

expressoes.

O setor de desenvolvimento de novas drogas nas indUstrias farmacéuticas tem
freqentemente utilizado como ferramenta para busca de novos farmacos, a quimica
combinatdria juntamente com a triagem em alta velocidade (high throughput
screening), que consiste em sintetizar quimicamente milhGes de moléculas ndo-naturais
de forma aleatéria e selecion&las através de uma variedade de técnicas pré-
estabelecidas dependendo do alvo de interesse, e assim encontrar um farmaco de alto
indice terapéutico. Esse processo é conhecido como descoberta de drogas alvo-dirigido
(target-driven drug discovery) em que o ligante € um xenobiético (Eliseev, 2004). Entre
as inimeras limitacBes dessa abordagem, uma das mais importantes, € o reduzido
conhecimento de novos alvos putativos (receptores com sete regides transmembrana
com atividade GTPasia - GPCRs, canais ibnicos, enzimas, fatores que controlam a
expressao génica, interacdo proteina-proteinalpeptidec) que poderiam servir para o
desenvolvimento de drogas mais eficazes para o tratamento da hipertensdo. Um estudo
feito recentemente mostrou que muitos dos alvos putativos envolvidos em patologias

T

humanas foram previstos pelos processos “0micos’, mas ainda ndo foram efetivamente
identificados. Conseqgiientemente, sdo ainda limitados os avos utilizados para a busca
de medicamentos capazes de modular suas agdes (Farr-Jones e Downey, 2007). Por
outro lado, a natureza, durante todo o processo evolutivo produziu e selecionou uma
enorme diversidade de moléculas (endobidticos) com grande potencial de serem
utilizadas como modelo estrutural para o desenvolvimento de farmacos por serem

altamente seletivas, sendo possivel utiliz&las para identificacdo de novos avos e

conseqlientemente gerar novos farmacos.
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1.2. Peptideos potenciadores da bradicinina (BPPs — Bradykinin Potentiating
Peptides)

Uma boa parte da riqueza molecular natural se encontra nos venenos das
serpentes, cujos componentes tem uma altissima seletividade por proteinas alvos de
mamiferos. Apesar das toxinas terem sido geradas para fins como imobilizacdo e/ou
digestéo de presas tem servido de modelo estrutura para o desenvolvimento de
f&rmacos para o tratamento de vérias patologias (Cushman et al., 1987; Scarborough et
al., 1993; Nicholson e Graudins, 2002; Koh et al., 2006; Barnett, 2007; Fox e Serrano,
2007).

Além disso, 0 estudo das toxinas tem contribuido para a validagdo de novos
alvos e consequentemente desenvolvimento de drogasmedicamentos, a partir de sua
ligagdo especifica, capaz de modular a atividade do alvo. Um exemplo cléssico € o
captopril, desenvolvido para o tratamento da hipertensdo arterial humana, a partir dos
peptideos potenciadores da bradicinina (BPPs - Bradykinin Potentiating Peptides),
encontrados no veneno da serpente Bothrops jararaca (Ferreira et al., 1970a; Ferreira et
al., 1970b; Ondetti e Cushman, 1984; Vane, 1999). Os BPPs pertencem a uma classe de
oligopeptideos de cinco a quatorze residuos de aminoécidos, caracterizados pelo alto
conteldo de prolinas, e invariavelmente, a presenca de um residuo piroglutdmico na
extremidade N-terminal e uma prolina na extremidade C-terminal (lanzer et al., 2004)
(Tabela 1). Os BPPs sdo moléculas capazes de potenciar algumas atividades
farmacoldgicas da bradicinina (BK), como por exemplo, a agdo contrétil da musculatura
lisa do ileo isolado de cobaia (Ferreira, 1965) e in vivo efeitos da BK no sistema
nervoso central (SNC), cardiovascular e antinociceptivo (Ferreira, 1965; Camargo e

Graeef, 1969; Ribeiro et al., 1971).
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A primeira explicagcdo apresentada para o efeito de potenciacdo da BK pelos
BPPs foi sugerida quando John Vane e colaboradores identificaram a enzima
conversora de angiotensinal (ECA) como alvo para os BPPs (Ferreiraet al., 1970a). Os
BPPs foram os primeiros inibidores naturais da ECA descritos, apresentando fortes
efeitos anti-hipertensivo observados em animais e humanos (Krieger et al., 1971;
Gavras et al.,1974). Foi, entdo, a partir do estudo da estrutura e atividade de um BPP de
cinco residuos de aminoacidos (BPP-53d), que foi desenvolvido o captopril, um inibidor
ndo-peptidico da ECA, terapeuticamente tolerado e passivel de administracéo via oral
muito utilizado até hoje no tratamento da hipertensdo humana (Ondetti et a., 1977).
TABELA 1. Peptideos Potenciadores da Bradicinina (“Bradykinin Potentiating
Peptides’ - BPPs) do veneno bruto da Bothrops jararaca. A nomenclatura dos BPPs é

baseada no tamanho (nimero) e na ordem cronolégica de descoberta (letras) no veneno
das serpentes. <E = &cido piroglutamico; PM = peso molecular.

Sequéncia de aminoacidos Nome PM (Da)
<EKWAP BPP-5a*°%® 611,7
<EWPRP BPP-5b° 665,8
<ESWPGP BPP-6a"° 653,7
<EDGPI PP BPP-7a° 705,8
<EWPRPQ PP BPP-9a*"*® 1101,3
<ESWPGPNI PP BPP-10a*"® 1075,2
<ENWPRPQ PP BPP-10b"° 1215,4
<ENWPHPQ PP BPP-10c*"%® 1196,3
<EWPRPTPQ PP BPP-11a™° 1299,5
<EGRAPGPPI PP BPP-11b“° 1069,2
<EGRAPHPPI PP BPP-11c" 1149,3
<EGRPPGPPI PP BPP-11d°® 1095,3
<EARPPHPPI PP BPP-11e° 1189,4
<EGMWPRPQ PP BPP-12a*° 1415,6
<EWGRPPGPPI PP BPP-12b° 1281,5
<EWAQWPRPQ PP BPP-12c° 1485,8
<EGOWPRPGPEI PP BPP-13a%® 1370,5
<EGGLPRPGPE| PP BPP-13p*de 1297,5
<EWAQAPRPTPQ PP BPP-14a° 1683,5

a) Ferreiraet al. (1970b); b) Ondetti et al. (1971); c) Murayama et al. (1997); d) Hayashi
et al. (2003);e) lanzer et al.(2004).
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1.3. Interferéncia dos BPPs nos sistemas renina-angiotensina e calicreina-
cininas

A enzima conversora de angiotensina | (ECA) € expressa principalmente no
endotélio vascular, em células epiteliais dos tubos proximais dos rins, no cérebro e em
células intestinais (Turner e Hooper, 2003). E a enzima responsavel pela conversio de
angiotensina | em angiotensina Il e degradacdo da BK, portanto pertencente a ambos,
sistema renina-angiotensina e sistema calicreina-cininas.

O sistema renina-angiotensina € composto por um conjunto de peptideos,
receptores e enzimas, para controlar o liquido extracelular e a pressdo arterial. A
formacdo dos peptideos efetores desse sistema acontece inicialmente pela acdo da
renina liberada pelos rins (Kurtz e Wagner, 1999) gque age sobre o angiotensinogénio
produzido no figado (Ben-Ari e Garrison, 1988) gerando o decapeptideo, angiotensinal,
gue em seguida é clivada pela ECA, formando o octapeptideo, angiotensina I, potente
hipertensor (Ng e Vane, 1967). A angiotensina |l tem suas agdes mediadas pelos
receptores de angiotensina AT; e AT,. A ligacdo da angiotensina Il no receptor AT;
desencadeia processos celulares produzindo varios efeitos, dentre eles, vasoconstricéo,
sintese protéica, crescimento celular, regulacdo da funcdo renal e do equilibrio
hidroeletrolitico (De Gasparo et al., 2000). A angiotensina |l também atua como
neurotransmissor e neuroregulador modulando o controle central da presséo arterial, a
atividade simpética, o apetite pelo sal e a sede (De Gasparo & a., 2000).

O sistema calicreina-cininas representa uma cascata metabdlica onde as
calicreinas teciduais e plasmética liberam cininas vasoativas a partir de cininogénios de
alto e de baixo peso molecular. A BK, um nonapeptideo, gerado a partir da clivagem do
cininogénio de alto peso molecular pela calicreina plasmatica € uma das principais

cininas do sistema calicreina-cininas.
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As cininas estdo envolvidas em vérios processos fisiolégicos e patolégicos.
Devido a capacidade de ativar células endoteliais provocam vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular, liberacdo do ativador do plasminogénio do tipo tecidual (t-
PA), producéo de 6xido nitrico (NO — nitric oxide) e metabolizacdo de é&cido
araquidonico. Sendo assim, participa fisiologicamente da regulacdo da presséo
sanguinea, funcdes renais e cardiacas e de processos patoldgicos como a inflamacéo
(Moreau et al., 2005).

As diversas atividades farmacoldgicas das cininas sdo mediadas através de
ligacBes com dois tipos de receptores especificos (receptores B; e B,), antes de serem
metabolizadas por diversas peptidases (Margolius, 1995). As agcdes como vasodilatacdo
e hipotensdo sdo mediadas pelo receptor B, pela liberagdo de NO, prostaciclinas e fator
hiperpolarizante derivado de endotélio (EDHF). Enquanto as acBes mediadas pelos
receptores B; inclui uma importante fungdo na angiogénese, inflamacdo e choque
séptico. O receptor B; diferentemente do receptor B, ndo é expresso congtitutivamente,
sua expressdo € induzida por mediadores da inflamacdo em condi¢es de injaria. As
peptidases (zinco metalopeptidases) sdo as principais responsaveis pela degradacdo da
BK, incluindo a ECA (Margolius, 1995).

Desde o comego dos anos 90 é conhecido que a ECA somética dispde de dois
sitios ativos homologos e funcionais, no N-terminal (sitio-N) e no C-terminal (sitio-C)
(Wei et al., 1991). Embora, in vitro, os dois sitios ativos sdo altamente eficientes para
converter angiotensina | em angiotensina Il, e para degradar a BK a BK1-7 e BK1-5
(Jaspard et al., 1993), o sitio-N é vérias vezes mais eficiente em hidrolisar outros
peptideos bioativos, assim como o peptideo AcSDKP, um fator regulatério negativo de

diferenciacéo e proliferacéo de células troncos hematopoiéticas (Rousseau et al., 1995).
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Dessa maneira, como inibidores da ECA, o mecanismo de ac&o anti-hipertensiva
dos BPPs envolve a inibicdo da geracéo da angiotensina ll e potencializacdo dos efeitos
da BK através da inibicdo da sua degradacdo. Devido ainibicéo da ECA pelos BPPs, os
efeitos fisioldgicos do sistema renina angiotensina estdo diminuidos (ndo ha formagao
de angiotensina Il) e os efeitos fisiolégicos do sistema calicreina-cininas estéo

potencializados (inibicdo da degradac&o da BK). (Figura 1).

Angiotensinogénio Cininogénio
Renina ———» <«——— Cadlicreina
4
' — receptor :
| Angiotensina | Bradicinina ep_»l Ffeitos
g B, fisiol6gicos
T < sssssss FCA -
| 1 2
i : . 3 ——>» Metabdlitosinativos
- Anqmtensma I
BPPs
ATl
Metabolitos
inativos

Efeltos fisiol6 oglcos

FIGURA 1. Acdo da ECA sobre o sistema renina-angiotensina e sistema calicreina-
cininas e a interferéncia dos BPPs em ambos sistemas. 1) Converséo da angiotensina
| em angiotensina |1; 2) Degradacdo da BK; 3) Inibicdo da ECA pelos BPPs. Efeitos
fisiologicos no sistema renina-angiotensina mediados pelos receptores AT, incluem
vasoconstricdo, retencdo de é&gua e sodio, liberacdo de adosterona, aumento da
atividade nervosa simpética, entre outros, mediados pelos receptores AT, incluem
diferenciacdo celular, vasodilatagdo, entre outros. Os efeitos no sistema calicreina-
cininas mediados pelos receptores B, de cininas incluem vasodilatagdo e hipotensio
através da liberacdo de NO, de progtaciclinas e do EDHF. Devido a inibicdo da ECA
pelos BPPs, os efeitos fisioldgicos do sistema renina angiotensina estéo diminuidos (ndo
h& formacdo de angiotensina Il) e os efeitos fisiologicos do sistema calicreina-cininas
estdo potencializados (inibicdo da degradacdo da BK).

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

28

1.4. Dissociacdo da atividade anti-hipertensiva dos BPPs da inibicdo da ECA e
justificativa para estudar outros mecanismos de acao no SNC.

Apesar da inibicdo da ECA ser um mecanismo relevante para explicar a
atividade dos BPPs, tem sido sugerido também que a potenciacdo das acdes da BK
poderia ser devido a um efeito direto nos receptores de BK (Mueller et al., 2006), pois
apesar da alta similaridade da sequiéncia de aminoacidos, os BPPs mostram uma notavel
diferenca funcional (Tabela 2).

TABELA 2. Atividade bioldgica dos BPPs. Efeito dos BPP-5a, BPP-10c e BPP-11e
na potenciacéo do efeito contrétil BK em ileo isolado de cobaia (ex vivo), na inibicdo
dos sitios-N e —C da ECA (in vitro), na potenciacéo do efeito hipotensor da BK em ratos

anestesiados (in vivo). Os dados sdo expressos pela média + erro padrdo. (Adaptado de
Hayashi e Camargo, 2005).

Pressao sangliineasistélica
Sequénciade |PotenciacdodaBK| ECAK;(nM) -médiade mudangada
BPPs aminoécidos (nmol) presséo arterial
sitio-N sitio-C (% do controle +SE)
BPP-5a |[<EWAP 0,36x0,03 400 1280 102443
BPP-10c | <ENWPHPQI PP 0,48+0,02 200 0,5 195+44
BPP-11e |<EGRAPHPPI PP 2,68+0,20 2000 40 73119

Por exemplo, o BPP-5a e o BPP-10c, apesar de ambos serem eficientes em
potenciar a acdo contrétil da BK em ileo isolado de cobaia e a acdo hipotensiva em ratos
anestesiados, apresentam atividades bioldgicas diferentes, tanto na poténcia de inibicdo
como na seletividade pelo sitio ativo da ECA, vale ressaltar que o BPP-5a é menos
efetivo como inibidor da ECA que o BPP-10c indicando que essas atividades ndo estéo
diretamente relacionadas a inibicdo da ECA.

Além disso, 0 BPP-11e, um fraco potenciador do efeito da BK, nem apresenta
preferéncia por algum sitio da ECA, nem est4 entre os melhores inibidores da enzima,
entretanto € tdo eficiente quanto o BPP-10c em potenciar a agdo hipotensiva da BK em

ratos anestesiados. Claramente, os mecanismos, pelos quais os BPPs potenciam a BK,
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ou em ileo isolado de cobaia ou na pressdo arterial de ratos ndo sdo os mesmos (Hayashi
e Camargo, 2005; Gomes et a., 2007).

Como previamente sugerido (Camargo e Ferreira, 1971; Greene et al., 1972), a
atividade de potenciacdo da BK desses peptideos ndo podem ser inteiramente explicadas
pela inibicdo de enzimas que degradam a BK, sugerindo que esses peptideos interagem
com outros avos.

Recentemente, foi demonstrado por nosso grupo que os efeitos anti-
hipertensivos dos BPPs ndo necessariamente resultam na inibicdo da hidrolise de
angiotensina | em angiotensina Il. Foi verificado que esses peptideos apresentaram uma
potente atividade anti-hipertensiva de longa duragdo, que foi sustentada por mais de seis
horas quando administrado via endovenosa a ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
acordados (lanzer et al., 2007). O BPP-10c foi alvo do nosso estudo, pois apesar de ser
um excelente potenciador dos efeitos da BK in vitro e in vivo e um potente inibidor da
ECA, o efeito anti-hipertensivo do BPP-10c aparenta ndo envolver somente a inibicao
da ECA. O efeito anti-hipertensivo produzido pelo BPP-10c apresenta uma resposta
tardia, além de ser observado somente em animais espontaneamente hipertensos,
indicando que outros mecanismos devem estar envolvidos para explicar a acdo desse
peptideo.

As mudancas na pressdo arterial média promovida pelo BPP-10c foram
associadas com uma significativa reducdo na freqliéncia cardiaca, ao invés de um
aumento da freqiiéncia cardiaca (lanzer et al., 2007), como seria esperado pela descarga
de barorreceptores devido a hipotensdo (Bunag et al., 1975). Estes dados poderiam ser
explicados por uma interferéncia direta na atividade autondmica simpatica,

parassimpatica ou ambas, provocando mudancas no controle barorreflexo da frequéncia
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cardiaca (van Zwieten, 1980; Hayashi et al., 1993; Szabo et a., 2001), requerendo entéo
aacdo do BPP-10c no SNC.

Ensaios de biodistribuicdo do BPP-10c em camundongos revelaram que esse
peptideo apos ter sido administrado endovenosamente foi encontrado em vérios tecidos,
inclusive o cérebro (Silva et al., 2008), mesmo apds a saturacdo dos sitios ativos da
ECA, com o inibidor especifico, captopril. Estes resultados reforcam a hipétese que o
mecanismo de acdo do BPP-10c ndo pode ser explicado somente pela inibicdo dessa
enzima e que uma acdo no SNC poderia estar envolvida na atividade anti-hipertensiva
desse peptideo.

O BPP-10c é expresso na glandula de veneno da Bothrops jararaca, dentro de
uma proteina precursora contendo uma seqiéncia de sete BPPs e um peptideo
natriurético tipo C — CNP (Murayama et al, 1997). Diferentemente de outros peptideos
natriuréticos, o CNP que é sintetizado no cérebro tem efeito hipotensor independente de
acOes diuréticas e natriuréticas (Cho et al, 1999).

Ensaios de Northern blot mostraram que além do ato nivel de expressdo na
glandula de veneno, a proteina precursora também é expressa em outros tecidos da
serpente, como no cérebro (Murayama et al, 1997). Estudos de hibridizacdo in situ
revelaram a expressdo do precursor dos BPPs nas regides do cérebro da serpente
conhecidas por estarem envolvidas no controle neuroendécrino dos fluidos corporais e
na regulacdo cardiovascular, como descrito para 0 SNC de mamiferos (Hayashi et al,
2003).

Assim, a presenca do BPP-10c dentro do mesmo precursor do CNP, a expressao
desse precursor em diferentes regides do cérebro da serpente correlacionadas com
fungdes neuroendocrinas (Hayashi et al., 2003; Hayashi e Camargo, 2005), a

biodistribuicdo desse peptideo em camundongos (Silva et al., 2008), juntamente com as
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propriedades bioquimicas e farmacologicas do BPP-10c (lanzer et al., 2007) sugerem a
participacdo do SNC no mecanismo de acdo anti-hipertensiva do BPP-10c.

1.5. Basestedricas

1.5.1. Controle central da hipertensio arterial

A pressdo sanglinea arterial é determinada pelo débito cardiaco e pela
resisténcia ao fluxo de sangue nos vasos. A manutencéo das condi¢cBes adequadas a
sobrevivéncia, mesmo sob fortes variacbes do meio interno e externo, € conhecida como
homeostasia. A rede que controla o organismo, do ponto de vista da homeostasia, é o
sissema nervoso autbnomo (SNA). Classicamente, o sistema nervoso autbnomo €
subdividido em dois grandes subsistemas. a divisdo simpética e a divisdo
parassimpatica. O SNA dispde de dois modos de controle do organismo: um modo
reflexo e um modo de comando. O “modo reflexo” envolve o recebimento de
informacBes provenientes de cada 6rgdo ou sistema organico e a programacdo e
execucdo de uma resposta apropriada. O “modo de comando” envolve a ativacdo do
SNA por regides corticais ou subcorticais.

Todas as fungbes autbnomas sdo mediadas pela liberacdo de substancias
guimicas neurotransmissoras. Estas substancias podem ser liberadas nos ganglios ou na
periferia. Duas substancias quimicas sd0 importantes como transmissores quimicos
autdbnomos. a acetilcolina e a noradrenalina. Elas sdo secretadas pelos neurénios pos-
ganglionares e atuam sobre os diferentes 6rgdos causando efeitos, respectivamente,
parassimpaticos ou simpaticos. Portanto, essas substancias se chamam mediadores
colinérgicos e adrenérgicos (Kirstein e Insel, 2004). No entanto, aguns
neurotransmissores, aém da aceticolina e adrenalina estdo envolvidos no controle do

sistema autébnomo, conhecidos como transmissores nao-adrenérgicos ndo-colinérgicos
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(NANC — non-adrenergic non-cholinergic) (Wiencke et al., 1994; Cartledge et al.,
2001).

O sistema simpético aumenta a freqliéncia cardiaca e a forca de contracdo e o
parassismpatico lentifica o coracdo. A estimulacdo simpatica aumenta a pressao
sanguiinea pelo aumento do débito cardiaco e da resisténcia periférica (pela constricao
de arteriolas pequenas). A estimulagdo parassimpética tem um efeito pequeno sobre a
resisténcia periférica, embora respostas vasodilatadoras ocorram como, por exemplo, a
ruborizacdo. Sob condi¢tes de repouso, todos os sistemas de arteriolas sdo contraidos,
pela continua atividade ténica simpética, em aproximadamente metade de seu didmetro
maximo. Assim uma diminuicdo no sinal simpético leva a uma vasodilatacdo e um
aumento, a constri¢do adicional. Sem a continua atividade ténica do sistema simpético,
0 sinal simpético poderia apenas aumentar, e assim controlar somente a constricéo.

Quando a pressdo arterial se eleva acima dos valores basais, potenciais de agéo
sd80 gerados pela estimulacBo mecénica dos pressorreceptores (receptores
mecanosensitivos) nos nervos depressores adrtico e sinusal, ocorre a exocitose na fenda
sinaptica de vesiculas contendo o aminoécido excitatério glutamato, o qual promove via
receptores metabotropicos e ionotrépicos a excitagcdo do nicleo do trato solitario (NTS)
(Chapleau et al., 1995). Uma vez excitado, o NTS ira projetar informacdes as regides
adjacentes do nicleo dorsal do vago e nicleo ambiguo do vago. Estas regides contém os
corpos celulares dos neurénios pré-ganglionares do sistema nervoso parassimpético, que
desencadeia aumento do ténus vagal sobre o coracdo. De maneira reciproca, a0 se
estabelecer o quadro de excitacdo do NTS, este também enviara informactes aregido da
medula ventrolateral caudal (CVLM) que pela secrecdo do aminoécido inibitério g
aminobutirico (GABA) inibe (Gordon e Sved, 2002; Pilowsky e Goodchild, 2002) os

neurGnios pré-motores simpaticos localizados na medula ventrolateral rostra (RVLM),
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desencadeando a reducdo do ténus simpatico ao coracdo e vasos. Como consequéncia
de acdo conjunta do aumento do ténus vagal e da diminuicdo do ténus simpético,
observa-se a diminuigdo da frequiéncia cardiaca, do retorno venoso, do volume sistélico
e da resisténcia vascular periférica e aumento da capacitancia venosa. Estas alteractes
hemodinamicas reflexas, por sua vez, levam a reducdo nos niveis de pressdo arterial

(Michelini, 1999) (Figura 2).
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FIGURA 2. Representacdo esquematica do sistema reflexo e o envolvimento dos
neurotransmissores glutamato e GABA na regulacgdo da pressdo arterial. O reflexo
pressoreceptor participa da homeostase hemodindmica, por estimulagdo dos
pressoreceptores arteriais ha reducdo reflexa da atividade simpética e aumento da
atividade vagal, resultando em dilatacéo arteriolar, venodilatacdo, bradicardia e reducéo
da contratibilidade miocardica. NTS=nlcleo da trato solitério; NA=nlcleo ambiguo;
RVLM=medula ventrolateral rostral do bulbo; CVLM=medula ventrolateral caudal do
bulbo. A localizacdo e tamanho dos pressoreceptores, nicleos e areas s80 meramente
ilustrativos.

Em situacdo oposta, quando ocorre uma diminuicdo nos niveis de pressdo

arterial, os pressorreceptores sd0 menos estimulados e como consequéncia, a atividade
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do nervo depressor adrtico e sinusal € momentaneamente reduzida, ou até mesmo
suprimida. Este fato acarreta em reducdo ou suspensdo da exocitose de vesiculas na
fenda sinptica contendo o aminoacido glutamato. Com isso, 0s neurénios do NTS néo
sd0 devidamente estimulados pelo mediador glutamato e deixam de excitar os neuronios
pré-ganglionares localizados no nicleo dorsal motor do vago e nlcleo ambiguo do
vago, reduzindo assim o tdnus vagal sobre o coracdo. Paralelamente, o NTS também
deixa de estimular os neurdnios depressores do bulbo ventrolateral rostral e estabelece
um quadro de exacerbacdo simpética. Como conseqliéncia da diminuicéo do tonus vagal
e do aumento do ténus simpético, observa-se aumento da freqléncia cardiaca, do
retorno venoso, do volume sistélico e da resisténcia vascular periférica e diminuicao da
capacitancia venosa que promoverdo o aumento da presséo arterial (Michelini, 1999).

A eficiéncia do controle do barorreflexo arterial em manter os niveis pressoricos
dentro de uma faixa minima da variabilidade, foi visivelmente comprovada pelo estudo
classico realizado pelo professor Krieger em 1964 (Krieger, 1964). Neste estudo, a
perda das informagdes enviadas a0 NTS pela denervagao sino-adrtica de ratos, aboliu os
gjustes autondmicos sobre o sistema cardiovascular provocando como consequéncia
uma grande variabilidade da pressdo arterial. Dessa forma, fica evidenciado que o
controle barorreflexo arterial € um dos principais mecanismos de acdo imediata na
homeostase hemodinamica, principalmente por deflagrar uma reposta coordenada entre
o tbnus simpatico e parassimpatico sobre o coracéo e vasos (Krieger, 1964; Chapleau et
al., 1995; Michelini, 1999; Chapleau et al., 2001; Lanfranchi e Somers, 2002; Irigoyen
et al., 2003; Schlaich et a., 2004).

A capacidade em tamponar as flutuagdes pressoricas, por meio do controle
barorreflexo da frequéncia cardiaca e ou do controle do barorreflexo da atividade

nervosa simpética tem sido designada na literatura como sensibilidade barorreflexa
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(Perati et al., 2000). O estudo da sensibilidade barorreflexa tem sido alvo de interesse
em diversos laboratérios, os quais passaram a testar a hipétese de que a sua funcéo esta
associada as doengas cardiovasculares (Grassi et al., 1995; Grassi et al., 2004).

Na hipertensdo arterial estabelecida, vérias evidéncias sugerem que alteragdes no
controle barorreflexo arterial e no sistema nervoso simpatico estejam envolvidas no
desenvolvimento e manutencéo da pressdo arterial (Chapleau et al., 2001; Lanfranchi e
Somers, 2002; Biaggioni, 2003; Schlaich et a., 2004; Smith et a., 2004). Assim, a
compreensdo da influéncia do BPP-10c nessas fungdes autondmicas de manutencéo da
pressdo arterial e seu possivel controle, sdo de grande importancia para o esclarecimento
do mecanismo de agéo central do BPP-10c.

1.5.2. Controle barorreflexo da pressdo arterial na hipertensao arterial

Uma particularidade observada nos pressorreceptores € a capacidade deles se
adaptarem frente a estimulos crénicos de elevados niveos pressoricos, conseguindo ao
longo de poucos dias, deslocar a sua faixa de funcionamento para niveis mais altos de
pressdo arterial (Krieger, 1989). Em um estudo cléssico realizado na década de sessenta,
Bristow e colaboradores (Bristow et al., 1969) descreveram, pela primeira vez, que o
controle barorreflexo da fregiiéncia cardiaca de pacientes com hipertensdo arterial
estava significativamente diminuido quando comparado aos individuos normotensos.
Assim, 0 processo de adaptacdo dos pressorreceptores na hipertensdo arterial €
acompanhado de uma diminui¢do da sensibilidade barorreflexa

Décadas apds a investigacao pioneira de Bristow e colaboradores (Bristow et al.,
1969) foi demonstrado que ndo somente o controle barorreflexo da freqiiéncia cardiaca
(Miyagiimaet al., 1998; Grassi et al., 1998; Matsukawa et al., 1991; Sevre et al., 2001),
mas o0 controle barorreflexo da atividade nervosa simpética muscular também estava

diminuido nos pacientes hipertensos quando comparado aos individuos normotensos
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(Miyajimaet al., 1998; Matsukawa et al., 1991). Dessa forma, atitudes intervencionistas
gue busguem a melhora na sensibilidade barorreflexa arterial tém sido vistas como
novas estratégias no manejo das doencas cardiovasculares e especialmente da
hipertensfo arterial (Santos et a., 1995; Krieger et al., 2001; Grassi et al., 2006).

1.5.3. Sistema nervoso smpético na hipertensdo arterial

A atividade nervosa simpética € gerada centralmente e modulada por aferéncias
de diferentes reflexos e por substancias vasopressoras ou vasodepressoras. Devido ao
efeito de aumentar o débito cardiaco e a resisténcia vascular periférica, muitos estudos
foram desenvolvidos na tentativa de verificar o papel da ativacdo simpética na
hipertensdo arterial (Smith et a., 2004).

Assim, por diferentes métodos de andlise, tais como, pela medida dos niveis de
noradrenalina plasmética e “spillover” de noradrenalina (Schlaich et al., 2004), da
atividade simpatica muscular (Rondon et a., 2006) e andlise espectra da freqliéncia
cardiaca (Guzzetti et al., 1988), a atividade nervosa simpética vem sendo
consistentemente demonstrada elevada na presenca de hipertensdo arterial. A
exacerbacdo simpética contribui para a hipertensdo arterial néo somente por aumentar o
ténus vascular, mas também por alterar a homeostase de sddio e agua nos tibulos renais
(DiBona, 2002) e por induzir a hipertrofia cardiaca (laccarino et al., 2001) e vascular
(Schiffrin, 2002).

Algumas evidéncias tém sugerido a participagdo do aumento da atividade
simpética na patogénese da hipertensdo arterial (Schlaich et al., 2004). Infere-se que
filhos normotensos de pais hipertensos podem apresentar niveis de pressdo arterial e
catecolaminas maiores que os dos controles. Em outro estudo que acompanhou durante
sete anos, a concentracdo de noradrenalina plasmética de jovens normotensos com

historia familiar de hipertensdo arterial, demonstrou que niveis de catecolaminas
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elevados foram fortes preditores de aumento da presséo arterial e do desenvolvimento
de hipertensdo arterial (Hirose et al., 2003).

Essas comprovactes de que a hipertensdo arterial estd em grande parte associada
com a hiperatividade do sistema nervoso simpatico e de seus efeitos deletérios, abrem
uma janela de oportunidades para a investigacdo de agentes farmacol6gicos ou ndo que
promovam diminuicdo do estado simpatoexcitatorio nos pacientes hipertensos.

1.6. Basesexperimentais
1.6.1. Sinalizacéo por célcio

E bem conhecido que o Ca®* é uma importante molécula sinalizadora no SNC.
Basicamente, o influxo de Ca®* participa de uma variedade de processos no nivel de
membrana celular e também no citosol, incluindo liberacdo de neurotransmissores,
controle da expressdo génica, ativagdo de enzimas e morte celular (revisado por
Berridge et al., 2000), por isso estudar a interferéncia do BPP-10c na mobilizagdo de
Ca’* intracelular poderia abrir perspectivas para o entendimento do mecanismo de ac&o
dos BPPs,

O Ca™* é um importante sinalizador intracelular ou segundo mensageiro, que tem
a funcdo de transmitir o sinal do receptor da membrana a diversas proteinas, que faréo
com que esse determinado sinal possa ser sentido pela célula. A concentracdo de Ca?*
intracelular livre ([Ca*];) em condicBes basais é muito reduzida na faixa de nanomolar
(10-100 nM) enquanto que a concentracdo externa esta na faixa de milimolar (acima de
1mM). Assim, modificaces nas propriedades da membrana plasmética possibilitam um
répido aumento da [Ca®"]; devido & abertura de canais na membrana citoplasmética.
Esses canais podem ser tanto abertos por transmissores (agonistas) como pela diferenca
de potencial da membrana celular (canais dependentes de voltagem), por estimulos

mecéanicos (canais mecanosensiveis) ou térmicos (canais TRP). Outra forma de
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aumentar a [Ca’"]; é aliberacgo de Ca®* dos estoques intracelulares pela informacgo do
primeiro mensageiro em receptores metabotropicos, que sdo ligados a uma proteina de
heterotrimérica chamada de proteina G (GPCRS) ou receptores tirosina quinase.

As proteinas G triméricas podem ser divididas nos subtipos Gs, Gio, Gg, G2, €
Goir baseado nas semelhangas na sequiéncia, seletividade de efetores e sensibilidade de
inibidores. Elas sdo compostas por trés subunidades protéicas (a, B e y). A ligacdo do
transmissor a0 receptor metabotrépico faz com que a subunidade o, devido a sua
atividade GTPasica intrinseca, troque o GDP por GTP, produzindo a dissociacdo da
subunidade o do dimero By e transmitindo assim a informacdo dos receptores para
diversos componentes de vias de sinalizagéo.

Inicialmente, acreditava-se que a Unica funcdo das subunidades By era a de
regular a subunidade a, que € responsavel pela regulacdo da atividade de enzimas
(efetores) como a adenilato ciclase (AC) e fosfolipase C-b (PLC-b). No entanto, as
subunidades By se mostraram sinalizadores extremamente dindmicos. Algumas de suas
funcdes sdo: inibir a calmodulina (CaM), canais de Ca®* dependentes de voltagem e
ACleativar AC2 e PLC-B (Chenet al., 1995).

Uma das principais vias de liberagdo de Ca?* dos estoques intracelulares é a
clivagem de fosfatilinositol-4-5-bisfosfato (PIP,), com a producéo de inositol trifosfato
(IPs), que pode se ligar a canais do reticulo endoplasmatico (receptores de IPs) liberando
Ca’* destes compartimentos, permitindo que um receptor metabotrépico acoplado a
proteina G ligado a PLC-b possa elevar a [C&"]; (Putney, 1999). A isoforma PLC- g
pode ser ativada através estimulacdo de receptores tirosina quinase, receptores que
possuem um dominio SH3 que tem a capacidade de se ligar a proteinas e/ou peptideos
ricos em prolina. Hatambém a ADP ribose ciclica (ADPR.) que tem sido descrita como

um novo segundo mensageiro na mobilizacdo da [Ca®]i numa ampla variedade de

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

39

células de mamiferos. A acdo desse nucleotideo de sinalizacdo € completamente
independente do IP;, pois exerce acdo nos receptores de rianodina do reticulo
endoplasmatico (Zhang et a., 2006).

Tanto os receptores de IP; como 0s sensiveis a rianodina sdo regulados por
vérios fatores, 0 mais importante deles é o Ca®*, que regula a liberago do préprio Ca?*
dos estoques intracelulares, ou pela acdo do lado luminal ou citoplasmético do canal.
Observa-se, por exemplo, que a elevacdo dos niveis de Ca®* dentro de limem do
reticulo endoplasmatico, aumenta a sensibilidade dos canais de rianodina e de 1P;. Em
geral, esses canais tém uma dependéncia de Ca?* em forma de sino, ou seja, a baixas
concentragBes de Ca’* sd0 estimulatérias, mas a altas concentragdes s3o inibitérias
(Bootman e Lipp, 1999). O mecanismo no qual o Ca®* citoplasmético ativa a liberacéo
de Ca** dos estoques intracelulares através dos receptores de IP; e rianodina é
conhecido como liberagdo de Ca®* induzida por Ca?* (CICR - Ca’*-induced Ca**
release).

A sinalizagdo mediada por Ca?* é bastante complexa na maioria das células. O
ion célcio possui inumeros efetores intracelulares, como a calmodulina kinase (CaMK),
adenilato ciclase (AC), entre outros, sendo que a maioria desses efetores é regulada pela
proteina ligadora de Ca’*, denominada calmodulina (CaM), que sofre uma mudanca
conformacional a0 se ligar ao Ca’*, expondo um dominio hidroféfico que pode interagir
com vérios dominios presentes em proteinas reguladas por Ca?*/CaM.

Além da CaM, h& outras numerosas proteinas ligadoras de Ca’* para funcdes
mais especificas, como por exemplo, a sinaptotagmina, que esta associada a membrana
de vesiculas sindpticas e é um sensor de Ca®* para exocitose (Martens et al., 2007).

A habilidade do Ca?* recrutar elementos controles de outras vias de sinalizag&

(por exemplo, AMP. - AMP ciclico, MAPK - proteinas quinases ativadas por mitogenes
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e fatores de transcricdo) € particularmente evidente no controle da transcricdo génicaem
neuronios (Finkbeiner e Greenberg 1997). Um esguema com alguns mensageiros
intracelulares, Ca’*, |Ps, PLC e seus efetores ativados sdo apresentados na figura 3.

A funcdo do Ca®* na inducdo da apoptose é controlar a expressio de
componentes da sinalizacdo apoptética, além disso o Ca®* pode induzir apoptose em
resposta a vérias condicdes patologicas e isto freqiientemente depende de uma interacdo
entre a mitocondria e o reticulo endoplasmético (Kass e Orrenius, 1999).

Outra importante funcdo do Ca?* é aivar a NOS para geracdo de NO, que
funciona como um horménio local para ativar células vizinhas (Bredt e Snyder, 1990;
Schmidt et al., 1991). A BK € bem conhecida por seus multiplos efeitos sobre o sistema
cardiovascular, particularmente vasodilatacdo e extravasamento do plasma. Esses
efeitos sdo mediados pelos receptores de cininas B, ou B,. O receptor B; diferentemente
do receptor B2 ndo € expresso constitutivamente, sua expressdo € induzida por
mediadores da inflamac&o em condicdes de injuria. No entanto, ambos sdo receptores
acoplados a proteina G, que ativam a PLC-b levando a formag&o de | P; e mobilizagéo
da [Ca®']idos estoques internos. A estimulagdo do receptor B, pela BK leva a uma
dessensitivacdo funcional, que esta associada com fosforilacdo/desfosforilacéo e ciclos
de re-expressdo endocitose/superficie (Simaan et a., 2005). Além disso, BK € um eficaz
estimulador da NOS endotelial (eNOS) e producéo de NO, através de mecanismos
mediado pelo Ca** (Busse e Fleming, 1995), dessa maneira o Ca®* é um importante

mediador da atividade hipotensiva da BK.
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FIGURA 3. Esquema de possiveis vias de sinalizacdo de Ca?" intracelular. As
células tém vérios caminhos de sinalizagcdo intracelular que podem interagir e quando
combinados criam sinais de Ca?* de diferentes propriedades. Sinais de mobilizacéo de
Ca’™* s#0 gerados por estimulo de uma variedade de receptores de superficie celular,
incluindo receptores acoplados a proteina G (GPCRs) e receptores tirosina quinase. Os
sinais incluem inositoltrifosfato (IPs) gerados por hidrélise de fosfatilinositol-4-5-
bisfosfato (PIP,) por uma familia de fosfolipases (PLC-b e PLC-g) e ADP-ribse ciclica
(ADPRC) gerado pela ADP-ribosil ciclase. Os canais de Ca®* também sdo caminhos
possiveis de mobilizagdo de C& intracelular: canais da membrana plasmética que
respondem a transmissores (receptores ionotrépicos) e despolarizacdo da membrana
(canal dependente de voltagem) e canais intracelulares (receptor de IP; e de rianodina).
A liberacdo de Ca?* dos estoques intracelulares pelo influxo de Ca®* através dos
receptores de |P; e rianodina é conhecida como CICR (C&*-induced Ca®* release). O
Ca™ tem inimeros efetores. adenilato ciclase, proteinas quinases: fosfoquinase C
(PKC), calmodulina quinase (CaMK), entre outras.
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1.6.2. Oxido Nitrico - NO

O NO é uma molécula gerada a partir de L-arginina pela acdo da enzima NO
sintase (NOS), tanto a NOS endotelial (eNOS) como a NOS neuronal (NNOS) estéo
provavel mente inativas em niveis basais de Ca?*, e suas atividades aumentam quando os
niveis de Ca®* estdo elevados (Bredt e Snyder, 1990; Schmidt et al., 1991), enquanto
gue a NOS induzivel (iNOS), cujo o proprio nome sugere, € induzida por estimulos
inflamatérios e sua atividade é independente da concentracdo de C&* (Sears et dl.,
2004). O NO é uma molécula gasosa com meia vida extremamente curta, sendo
rapidamente convertida em outros produtos, como por exemplo: nitrito ou nitrato, ou

sendo incorporados as proteinas (nitrosilagéo).

O NO esta principalmente envolvido na regulag@o da resisténcia vascular local e
sistémica, no balanco de sbdio e, conseqlentemente, no controle da pressdo arterial
(Umans e Levi, 1995), isso porque € um dos fatores relaxantes da musculatura lisa
liberado pelo endotélio, que se difunde até as células adjacentes do musculo liso
promovendo a dilatagio dos vasos pela ativagdo direta de canais de K™ dependente de

Ca’* (Bolotina et a.,1994), e canais de K* sensiveis a ATP (Murphy e Brayden,1995).

O NO também tem sido descrito como um modulador neuronal, agindo no
cérebro como uma molécula sinalizadora no sistema nervoso (Garthwaite e Boulton,
1995). A producdo de NO estd associada com a fungdo cognitiva e manutencdo da
plasticidade simpética para o controle do sono, apetite, temperatura corpora e
neurosecrecdo. No sistema nervoso periférico, por exemplo, o NO regula o relaxamento
ndo-colinérgico e ndo-adrenérgico de células da musculatura lisa. Isto tem
conseqliéncias para varios tecidos, incluindo relaxamento do misculo liso no corpo

cavernoso promovendo a erecdo peniana. O NO também permite que estbmago
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acomode um largo volume de comida ingerida sem nenhum aumento significante na
pressdo intraluminal, regula o ténus muscular dos esfincteres intestinais e tem um

importante papel no peristaltismo do trato gastrointestinal.

Estudos tém revelado que o NO, no cérebro, estd envolvido na regulacéo
cardiovascular central, através da reducdo da atividade simpética do SNC (Lin et al.,
1999). A primeira evidéncia do papel do NO na regulacéo central da pressdo arterial,
vem do fato que a injecdo intravenosa de inibidores da NOS causa um aumento da
pressdo arterial acompanhado por um aumento da atividade do nervo simpético renal
(Sakuma et al., 1992). Tem sido demonstrado que a injecdo intracerebroventricular de
inibidores ndo seletivos da NOS em ratos normotensos causa um aumento da pressao
arterial, que também é aumentada com a administracéo central de Rp-9-Br cGMP, um
nucleotideo ciclico que bloqueia a acdo do GMP ciclico - GMP. (o produto efetor da
acao do NO na guanilato ciclase). Por outro lado, a injecdo de um doador de NO ou
cloreto de calcio (ativador da NOS) dentro do nicleo paraventricular (PVN) induz a

gueda da PA (Horn et al., 1994; Cabrera e Bohr, 1995).

1.6.3. Disponibilidade de substrato para a NOS para a producao de NO

L-arginina € o Unico substrato das NOS para a sintese de NO. L-arginina € um
aminoécido ndo-essencial sob condi¢es normais, pode ser derivado da alimentacéo, da
guebra de proteinas ou sintetizado de novo a partir de citrulina nos rins. A citrulina nos
rins € metabolizada a L-arginina envolvendo as enzimas argininosuccinato sintase
(ASS, EC 6.3.4.5) e argininosuccinato liase (ASL, EC 4.3.2.1). A ASS catdisa a
condensacdo reversivel da citrulina com o aspartato com consumo de ATP para a
formacdo de argininosuccinato; a ASL catalisa a conversdo do argininosuccinato em

fumarato e L-arginina, que é liberada na circulagdo (Figura 4).
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No figado, estéo presentes enzimas que participam do anabolismo (ASSe ASL),
no entanto ndo ha uma producdo liquida de L-arginina, pois no figado também estdo
presentes enzimas que participam do catabolismo desse aminoécido, a principal delas é
aarginase (EC 3.5.3.1). Todas essas enzimas estéo dentro de um ciclo conhecido como
ciclo da uréia, cujo papel principal € a desintoxicacdo de ambnia, ja que a enzima final
do ciclo da uréia catalisa a hidrélise de L-arginina em L-ornitina e uréia. A uréia, entéo
é eliminada na urina e a L-ornitina volta no ciclo (Aminlari et al., 2007) (Figura 4).

A reacdo catalisada pela ASS na via de sintese da uréia e a sua regulacéo ja séo
bem conhecidas e foram extensivamente estudadas. Contudo, participacdo da ASS na
via de producdo de NO ainda € muito recente e pouco explorada. Entretanto, o
entendimento da regulacéo da ASS tem despertado interesse, pois essa enzima vem
sendo descrita como passo limitante para a biossintese de NO em inimeros tecidos (Xie
e Gross, 1997) (Figura 4).

Devido a grande importancia fisiolégica do NO, muitos estudos tem sido
realizados para avaliar 0 papel de L-arginina exdgeno na manutencdo da pressao
arterial, ja que L-arginina é o substrato natural da NOS e desta forma, € reconhecida

como molécula fundamental na regulagéo da producdo de NO.
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A - Hepatocytes B - Kidney proximal C - NO-producing cells
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FIGURA 4. Representacdo esgquemética das trés principais funcbes da
argininosuccinato sintase (ASS) em mamiferos. As enzimas sdo: CPS-I (carbamoil

fostato sintetase), OTC (ornitina transcarbamilase); ASL (argininosuccinato liase) e
NOS (6xido nitrico sintase). (Figura de Husson et al., 2003)

No entanto, a ineficiéncia de L-arginina ingerida para promover aumento da
producéo de NO tem sido observada e pode ser explicada pela sua baixa disponibilidade
(21-67%), devido a0 €feito de primeira passagem, ja que a viabilidade de L-arginina
como substrato para a NOS deve estar reduzida pela atividade da arginase no figado.
Varios estudos tém demonstrado que a inducdo ou ativacdo de arginase pode levar a
uma prejudicada producdo de NO e disfuncéo endotelial (revisado por Lameu et al.,

2000).

Além disso, a concentragdo de L-arginina intracelular estd bem acima do Km
gue poderia ser suficiente para saturar a NOS, desse modo, a producéo de NO ndo
poderia ser estimulada por L-arginina exégena. Contudo, L-arginina exdgeno pode

provocar em alguns casos, aumento na producdo de NO in vivo. Este fendmeno é
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conhecido como o “paradoxo da arginina’ (Nakaki e Hishikawa, 2002), que sugere a
existéncia de um pool separado de L-arginina dirigido para a sintese de NO.

O NO é capaz de interagir com muitos alvos intracelulares para engatilhar uma
série de vias de transducdo de sinal, resultando em sinais estimulatérios e inibitérios. No
entanto, 0 NO torna-se nocivo se produzido em excesso, além disso, se uma célula esta
em um estado pré-oxidante, 0 NO por reagdes de 6xido-reducéo pode formar compostos
toxicos, conhecidos como espécies reativas de nitrogénio (RNS) que causa prejuizo
celular. Recentemente, 0 termo “estresse nitrosativo” tem sido usado para indicar o
prejuizo celular que é produzido por excesso de NO e RNS, principalmente peroxinitrito
e Oxido de nitrogénio Ill, que tem sido relacionado a patogéneses de desordens
neurodegenerativas.

Sendo assim, 0 NO apresenta desafios e oportunidades para intervir e promover
a salde humana. O uso de drogas, como doadores de NO em humanos ndo pode ser
considerado seguro para algumas desordens, devido aos efeitos complexos desse gés no
sistema nervoso, ja que altas quantidades de NO podem ser prejudicial para as células
levando, por exemplo, a morte celular.

Dessa maneira, 0 aumento de producéo de NO poderia se tornar interessante
desde que essa producéo fosse de alguma maneira controlada, para que os niveis de NO
permanecessem em uma faixa segura e que nd houvesse prejuizo para o tecido
NErvoso.

Sendo assim, um importante mecanismo de controle e manutencdo da
viabilidade de L-arginina dirigida para a producdo de NO poderia ser a regeneracéo de
L-arginina. A citrulina produzida na conversdo de L-arginina para NO pela NOS pode
ser reciclada novamente a L-arginina (Hecker et a., 1990), pela ASS e ASL, esse ciclo

conhecido como ciclo citrulina-NO.
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Por isso, moléculas que atuem como moduladores da atividade da ASS,
aumentando a atividade desta enzima poderia melhorar a producéo de NO sem que hagja
um excesso ha sua producdo, visto que a L-arginina esta locada em um cruzamento de
rotas divergentes que produzem metabdlitos que podem controlar a producdo de NO,
garantindo a biodisponibilidade adequada para o bom funcionamento fisiolégico no
SNC (Figura).

Metabolismeintracelular da L-arginina

Argininosuccinato pl==—=———— L-citrulina + ND
'l‘ =
1 i
1 £
LY £
L i
S Fo
Asl b 5 NOsintase

“4 ¥

)
e >

Arginina , "
quinose descarhoxliase _ )
cEAermao
Arginose F sintase
_;. PULFESCING | = [ESPErMidina
Qrriting Espermiclin

descarbaxilase sittase

FIGURA 5. L-arginina como precursor da sintese de poliaminas. L-arginina pode
funcionar como um precursor da sintese de poliaminas como uma alternativa do ciclo
citrulinaNO. Agmatina, putrescina, espermidina, espermina e fosfoarginina sdo alguns
exemplos de metabdlitos que pertencem a esta classe de moléculas. (revisado por
Lameu et a., 2009)
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2.0BJETIVOS
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21. Objetivo geral
- Estudar a participacdo do SNC de ratos na atividade anti-hipertensiva do BPP-10c
Hipbtese: Mecanismo do BPP-10c independente da inibicdo da ECA, agindo sobre
sindlizaci de [Ca™]i, expressdo génica, producidb de NO, liberacdo de
neurotransmissores, controle barorreflexo e atividade simpatica.
2.2.  Objetivos especificos
- Estudar o mecanismo da mobilizacdo da [Ca®']i pelo BPP-10c em células neuronais e
gliais;
- Identificar a seqiiéncia do BPP-10c necesséria para inducao transientes da[Ca’'];;
- Estudar avia de sinalizagdo do BPP-10c em células neuronais;
- Identificar potenciais alvos do BPP-10c no SNC deratos,
- Caracterizacdo do mecanismo de agcéo do BPP-10c in vitro:
analisar a internalizacdo do BPP-10c em células neuronais;
avaliar a producéo de NO induzida pelo BPP-10c em células neuronais;
avaliar a liberacdo de neurotransmissores em células estimuladas com
BPP-10c.
- Caracterizagcdo do mecanismo de acéo do BPP-10c in vivo:
estudar aregulacdo da expressdo génica pelo BPP-10c em SHRs;
avaliar a sensibilidade barorreflexa de SHRs tratados com BPP-10c;
avaliar a atividade do nevo simpético renal de SHRs tratados com BPP-
10c.

avaliar o efeito dainjecdo central do BPP-10c em ratos Wistar e SHRs.
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3.MATERIAISE METODOS
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3.1. Sintesg, purificacdo de peptideos e conjugacédo do BPP-10c com cianinia 3
(Cy3-BPP-10c)
Os peptideos foram sintetizados como previamente descrito em Gomes et al.,

2007. Brevemente, a sintese do BPP-10c [<ENWPHPQIPP] e de suas sequéncias
andlogas foram realizadas em um sintetizador de peptideos automatico PSSM-8,
seguindo 0 método de sintese em fase-solida usando N-9-fluorenilmethoxicarbonil
(Fmoc) (Novabiochem-EMD Chemicals Inc., San Diego, CA, EU). A clivagem do
peptideo da resina foi realizada com uma mistura de &cido tricloroacético (TFA)/1,2-
etanoditiol/etil metil sulfito por 2 h a temperatura ambiente. Apds a remocao da resina
por filtracdo e duas lavagens com TFA, o peptideo sintético bruto foi purificado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia preparativa fase reversa (RP-HPL C)(Shimadzu
Corp.) em uma coluna YMC-Pack ODS (20 mm x 150 mm) (YMC Co. Ltd,
Shimogyo-ku, Kyoto, Japdo) usando um gradiente linear de 3-20% de acetonitrilaem
0,1% de TFA a um fluxo de 7ml/min. Tanto a homogeneidade e a seqiiéncia de cada
peptideo foram confirmadas por HPLC analitico e espectrometria de massas MALDI-
TOF (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia). O BPP-10c marcado com grupamento
fluorescente foi preparado pela conjugacdo covalente do BPP-10c, sintetizado com o
grupo amino N-terminal livre [ENWPHPQIPP] e o marcador fluorescente, Cianina 3
(Cy3), usando o marcador reativo fluorolink Cy3 (GE Hesalthcare) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Cy3-BPP-10c foi purificado por RP-HPLC e analisado por
espectrometria de massas MALDI-TOF.
3.2.  Preparacao de cultura neuronal

A cultura priméaria de células neuronais foi preparada, a partir de cérebros de ratos
machos neonatos Wistar (Neu-W) ou SHRs. A eutanésia foi realizada de acordo com as

orientacbes recomendadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

52

(COBEA) e aprovada pelo Comité de Etica do Instituto Butantan. No fluxo laminar, os
cérebros de ratos neonatos (1-3 dias de idade) foram dissecados. A pia-mater e 0s vasos
sanguiineos foram cuidadosamente removidos, o tecido foi picado e as células foram
dissociadas com tripsina 0,25% em tampdo PBSA (137 mM NaCl; 2,7 mM KClI; 1,4
mM KH,PO, e 8,0 mM NaHPO4 pH 7,2) por 15 min a 37°C. Cuidadosamente, a
solucdo de tripsina foi removida e entdo, as células foram lavadas 2X com 5ml de
PBSA por 5 min atemperatura ambiente. As células foram ressuspendidas em Dulbecco
Modified Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro de cavalo e gentilmente
dissociadas com uma pipeta Pauster. A densidade das células foi determinada usando
hemocitémetro. E entdo, 3X10° células foram cultivadas em placas (diametro=35-mm)
pré-tratadas com poli-D-lisina em DMEM contendo 10% de soro de cavalo. As células
foram mantidas em cultura a 37°C em atmosfera de 5% de gas carbdnico (CO,) e 95%
de umidade. Ap6s 3 dias em cultura o meio foi trocado por DMEM contendo 10% de
soro de cavalo mais 10mM de arabinoside citosina para inibir a multiplicagdo de células
divisiveis, predominantemente células gliais. Apds 48h o meio foi trocado por DMEM
contendo 10% de soro de cavalo, 100 mg/ml de penicilina/estreptomicinae 2 mM de L-
glutamina e mantidas em cultura por 10-15 dias antes do uso nos experimentos. Essa
cultura foi previamente caracterizada por Raizada, 1983 e apresenta mais de 80% de
neuronios.

3.3.  Preparacao das culturasde célulasimortalizadas

SK-N-AS [ATCC no. CRL-2137] sdo células de uma linhagem de neuroblastoma
humano derivado de metéstase da medula Ossea. Essas células foram mantidas em
DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de aminoécidos néo-

essenciais, 100mg/ml de penicilina/estreptomicina e 2mM de L-glutamina e mantidas
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em placas de 25cm? a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e 95% de umidade até atingir
80% de confluéncia
C6 [ATCC no. CCL-107] sdo células de uma linhagem glial, clonada de tumor de glias
de rato (Benda et al., 1968). Essas células foram cultivadas em DMEM suplementado
com 10% de soro bovino fetal, 100mg/ml de penicilina/estreptomicina e 2mM de L-
glutamina, e mantidas em placas de 25cm? a 37°C em atmosfera de 5% CO, e 95% de
umidade até atingir 80% de confluéncia.
3.4. Medidasdevariacdo da[Ca?]; por microfluorimetria

Para monitoramento de mudancas na [Ca’*]; por microfluorimetria usando
FlexStation 3 (Molecular Devices, CA), as células Neu-W, SK-N-AS e C6 cultivadas
como descrito anteriormente, foram repassadas para placas de paredes pretas e fundo
transparente de 96 pocos (Costar, UK) pré-tratadas com poli-D-lisina para células Neu-
W e sem pré-tratamento para células SK-N-AS e C6, a uma densidade de 5X10* células
por poco em 100 ul de meio apropriado para cada tipo celular, ndo suplementado com
soro. As células foram incubadas a 37°C por 60 min com o FlexStation Calcium Kit e
2,5mM de probenecide em um volume final de 200 por poco seguindo as instrugdes
do fabricante (Molecular Devices, CA). A placa de células foi colocada no monitor de
fluorescéncia FlexStation 3 (Molecular Devices, CA). A fluorescéncia das amostras foi
excitada a 485nm e a emissdo de fluorescéncia foi detectada a 525nm. As amostras
foram monitoradas a intervalos de 1,52s por 120s com um total de 79 leituras por poco.
Seguindo 20s de monitoramento de intensidade de fluorescéncia basal para niveis de
[Ca?*]; de células ndo estimuladas, os peptideos agonistas foram injetados para atingir
concentragdes finais pré-estabelecidas e entdo, os transientes de [C&']; foram
monitorados por mais 100s. Respostas a injecdo do agonista foram calculadas como

pico de fluorescéncia menos a intensidade de fluorescéncia basal (unidade relativa de

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

fluorescéncia, RFU - relative fluorescence units) no software SoftMax®Pro (Molecular
Devices, CA). Os dados sdo expressos como a média dos valores + desvios padréo.
35. Medidadevariacdo da[Ca?']; por microscopia confocal

Medidas de variacdo da [Ca?*]; em células Neu-W e SK-N-AS foram realizadas
usando um microscopio confocal LSM 510 (Zeiss, Jena, Germany), como descrito em
Martins et al., 2005. Cerca de 5X 10" células foram semeadas e distribuidas em placas de
60mm, 24h antes das medidas. As células foram tratadas com 4 mM fluo-3 AM
(acetoximetil éster de fluo-3) em 0,5% DMSO e 0,1% de &cido plurbnico surfactante
ndo-idnico F-127 por 30 min a 37°C, e poseriormente lavadas com DMEM contento
10% soro fetal bovino, e entdo transferidas para 0 meio definido (5 nmg/ml insulina, 30
ng/ml transferring, 20 MM etanolamina, 30 nM selenito de sodio, 1 mM piruvato de
sodio, 1% de amino&cidos ndo-essenciais, 1 mM glutamina, 100 U/ml penicilina, 100
ng/ml de estreptomicinag, 10 mM HEPES pH 7,4 em DMEM). O fluo-3 é um indicador
fluorescente de Ca”* intracelular, que é carregado para dentro das células por incubagéo
com o penta-acetoxi metil éster de fluo-3 (Fluo-3 AM), quando o estér é hidrolisado
intracelularmente produz o fluo-3 capaz de indicar mudancas na [Ca”']; induzida pelo
agonista (Kao et al., 1989). Fluo-3 foi excitado a 488 nm e a emissdo de fluorescéncia
foi medida a’526 nm. A variacdo de [Ca’*]; em células ndo estimuladas foi medida por
aproximadamente 10s. Apés essa medida, foi adicionado a0 meio BPP-10c ou BK ou
captopril. Entdo, as mudancas na fluorescéncia foram monitoradas por 2min. As
imagens foram coletadas a cada 1,5 segundos. Ao final de cada experimento, 5 mM
ionoforo (Br-A23187) seguido por 10 mM EGTA e 20 nM digitonina foram usados

para determinar a fluorescéncia méxima (Fmax) € minima (Fmin), respectivamente.
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As concentracdes de Ca?* intracelular livre ([C&];) relativas aos valores de
fluorescéncia (F) obtidos apds a adicdo dos agonistas foram calculadas usando a
seguinte equacdo: [Ca?"]i = K¢ (F-Fmin)/(Fmax-F), assumindo K¢= 450 nM para ligagdo
fluo-3 AM ao Ca?* (Martins et al., 2005).

3.6. Medidadegeracdo de AMP.intracelular

As células Neu-W e C6 foram cultivadas como descrito anteriormente e 5X10*
células foram transferidas para placas de 96 pocos um dia antes das medidas de AMP,
intracelular utilizando um sistema de imunoensaio, Biotrak (Amersham Biosciences,
UK). No dia do experimento as células Neu-W e C6 foram lavadas e incubadas por 10
min na auséncia ou presenca de 1M de BPP-10c em DMEM sem soro de cavalo ou
bovino fetal, respectivamente. Entdo, 50mM de forskolina foi adicionado e as células
foram incubadas por mais 60min. O meio de cultura foi descartado e as células foram
lisadas por 10min com reagentes do kit Biotrak (Amersham Biosciences, UK). O lisado
celular foi transferido para uma placa de 96 pogos sensibilizada com anticorpo de
coelho anti-1gG e incubado juntamente com anticorpo de coelho anti-AMP. por 2 h a
4°C. Entédo AMP. conjugado com peroxidase foi adicionado para competir com o AMP,
da amostra e incubado por mais 60 min a4°C. O sobrenadante foi descartado e 0s pogos
lavados 4 vezes com o tampdo de lavagem. O substrato da enzima peroxidase foi
adicionado em todos os pogos e incubado por 60 min a temperatura ambiente. Para
parar areacdo foi adicionado &cido sulfirico 1M, e entdo a absorbancia foi determinada
a 450 nm. Para determinacdo da concentracdo de AMP, das amostras, os valores de
absorbéancia foram comparados aos valores de absorbancia de amostras padréo de AMP.
gue variou de 12,5 a 3200 fmol/poco. Os ensaios foram realizados de acordo com as

instrucdes do fabricante (Amersham Biosciences, UK).
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3.7. Testedeligacgao utilizando radioligantes e BPP-10c

O teste de ligacéo do receptor do BPP-10c foi realizado em um painel disponivel
comercialmente de 105 ensaios de ligagcdo de radioligantes (MDS Pharma Services,
Pharmacology Laboratories, Peitou, Taiwan, Japan). Esses ensaios caracterizam
possiveis interacdes do sitio de ligacdo do ligante com uma grande variedade de
receptores acoplados a proteina G (GPCRs). O experimento € baseado em um ensaio de
competicdo, onde o BPP-10c (10 mM) compete com agonistas ou inibidores
radiomarcados conhecidos de GPCRs pela ligacdo do receptor. Todos os ensaios de
ligacdo de radioligantes foram caracterizados e validados pela ligagcdo do ligante ao
respectivo receptor. A lista especifica dos ensaios realizados na presenca de 10 nM
BPP-10c esta documentada no item Resultados e mais detalhes da metodologia para

cada ensaio pode ser encontrada na seguinte URL: http://www.mdsps.com/. Os dados

relatados sdo resultados obtidos de experimentos realizados em duplicata
3.8. Cromatografia de afinidade
3.8.1. Acoplamento do BPP-10c na coluna NHS-activated HP

Para a preparacéo da coluna de afinidade BPP-10c, uma coluna HiTrap NHS-
activated HP, pré-empacotada com sefarose NHS ativada de alta performance para
acoplamento de ligantes via aminas priméarias a pH aproximadamente neutro (GE
Healthcare) foi lavada trés vezes com 2ml de HClI 1mM antes do BPP-10c (5mg em 1ml
de 0,2 M NaHCOs3; 0,5 M NaCl; pH 8,3) ser adicionado. Apds 30 min de incubacdo a
temperatura ambiente, a coluna foi inativada com tampdo A (0,5M etanolamina; 0,5M
NaCl; pH 8,3), e lavadas trés vezes com 5 volumes de 0,2 M NaHCOs; 0,5 M NaCl; pH
8,3, e estocada a 4°C em 50 mM NaHPO,; 0,1% NaNs3; pH 7,0. Esta coluna foi
nomeada HiTrap-BPP-10c, e uma coluna controle foi preparada incubando a coluna

HiTrap NHS-activated HP com tamp&o A (HiTrap-controle).
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3.8.2. Preparacdo dos extratos protéicos de encéfalos de ratos

Ratos espontaneamente hipertensos (SHRs) machos de 280-300g foram
anestesiados 10% ketamina e 2% xilazina (1:1), e submetidos a perfusdo intra-cardiaca
com 20 ml de 0,15 M NaCl; 0,01% de heparina sddica sob um fluxo de 4ml/min. Os
encéfalos foram imediatamente removidos, pesados e uma solucdo contendo 10 mM
TrisHCI; 25 mM sacarose; 1 mM EDTA e 1 mM PMSF (fluoreto de fenil metil-
aulfonila), pH 7,5 (1ml/g) foi adicionada. Os encéfalos foram triturados e
homogeneinados (Polytron PT MR 3000, Kinematic AG) e centrifugados a 100.000g
por 35 min a4°C. Em seguida, o sobrenadante foi coletado e reservado (Fragéo Protéica
Citosdlica), enquanto que o precipitado foi ressuspendido em uma solucdo contendo
0,2% Triton X-100; 10 mM TrissHCI; 25 mM sacarose; 1 mM EDTA e 1 mM PMSF;
pH 7,5), que foi novamente centrifugado a 100.000g por 35 min a 4°C e o sobrenadante
coletado (Fracdo Protéica de Membrana). As fragOes protéicas foram estocadas a -20°C
até o uso. Esse experimento foi realizado de acordo com as orientacbes recomendadas
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovado pelo Comité
de Etica do Ingtituto Butantan.
3.8.3. Ensaio de cromatografia de afinidade

A coluna HiTrap-BPP10c foi equilibrada com 3ml do tampéao 20 mM Tris-HCI,
pH 8,0. A fragdo citosdlica ou de membrana de encéfalo de rato (100 mg/ml de
proteina) foi aplicada a coluna sob fluxo de 1ml/min, e a coluna foi lavada com 10
volumes do tamp&o 20 mM Tris-HCI, pH 8,0 para eluicdo das proteinas néo retidas pela
afinidade com o peptideo. As proteinas que se ligaram ao BPP-10c foram eluidas com
20ml da solucéo contendo 100mM glicina; 0,5M NaCl; pH 3,0, ou alternativamente por

competicdo com 20 ml de 5mg/ml BPP-10c. Os eluatos foram dialisados em 10mM
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NH4sHCO;3; pH 8,0 por 12h a 4°C e concentrados a 100ul volume final usando um
concentrador a vacuo.

3.8.4. Andlise dos eluatos por eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (SDS-
PAGE)

As concentracfes das proteinas foram determinadas pelo méodo de Bradford
(Bradford, 1976), utilizando o reagente Protein Assay (Bio Rad), albumina bovina foi
usada como padréo. As amostras foram analisadas por eletroforose em gel 12,5% SDS-
poliacrilamida de acordo com Laemmli (1970). O gel 12,5% SDS-poliacrilamida foi
preparado em 0,38 M TrissHCI, pH 8,8; 0,1% SDS (dodecil sulfato de sodio), 10%
acrilamida; 0.1% TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamino); 10% persulfato de
amonio. As amostras foram previamente desnaturadas e reduzidas em tampéo 0,125 M
Tris-HCI, pH 6,8; 2% 2-mercaptoetanol; 2% SDS. As eletroforeses foram realizadas em
tampéo 0,025M Tris-HCI, pH 8,3; 0,18M glicina; 1% SDS sob voltagem constante de
100 Volts por aproximadamente 2h a temperatura ambiente. Os padrfes de massas
moleculares utilizados foram: soro abumina (68kDa), 1gG (cadeia pesada 50kDa e
cadeia leve 23,5kDa), ovo albumina (43kDa) e ribonuclease (13,7kDa).

3.8.5. Tripsinizacdo de proteinas em gel para analise por espectrometria de
massas

As bandas de proteinas visualizadas no gel foram excisadas e descoradas com
75mM NH4HCO3; em 40% etanol por 60 min atemperatura ambiente e digeridas em gel
com 40ug/ml tripsina em 50mM NH4sHCO; por 45 min no gelo, seguido de 16h
incubacdo a 30°C. Os peptideos tripticos foram extraidos do gel por 10min de incubacdo
em banho de ultrasom. A mistura peptidica foi liofilizada e armazenada a -20°C, até

serem analisadas por espectrometria de massas.
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3.8.6. Identificacdo de proteinas por espectrometria de massas

Para andlise por espectrometria de massas das proteinas ligantes do BPP-10c, os
peptideos gerados pela digestdo triptica. Foram liofilizados, dissolvidos em 0,1% de
&cido trifluroacético e submetido a ZipTip C18 (Millipore Co.). O €eluente foi
introduzido no espectrometro de massas MALDI-TOF/Pro (GE Healthcare) misturado
com o mesmo volume de uma solucdo saturada de éacido ciano-4-hidroxicinamico
(Sigma) em 50% acetonitrila/0,1% &cido trifluroacético). A identidade dos fragmentos
peptidicos foi analisada por busca em banco de dados utilizando-se o algoritimo

MASCOT (disponivel no sitio www.matrixscience.com). Os espectros de MS/MS

obtidos por espectrometria de massas foram comparados com os obtidos pela digestéo
tedrica por tripsina das proteinas contidas no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBInr). Foi selecionada a carbamidometilacdo das
cisteinas como modificagéo fixa, oxidacdo das metioninas como modificacdo variavel.
3.9. Identificacdo de proteinas encefdlicas com afinidade pelo BPP-10c —
confirmacédo da afinidade do peptideo pela argininosuccicinato sintase (ASS) por
Western Blot

Um importante mecanismo para a producédo de NO é o controle e manutencéo da
viabilidade de L-arginina pela ASS que € a enzima passo limitante para biossintese de
NO. Considerando que a ASS é uma enzima ubiqua presente em muitos tecidos,
inclusive o cérebro, investigamos se essa enzima poderia ser um alvo para o BPP-10c
no SNC.

Para identificacdo da argininosuccicinato sintase (ASS), os eluatos obtidos da
cromatografia de afinidade foram submetidos a SDS-PAGE como descrito
anteriormente. ApOs a eetroforese, as amostras foram eletro-transferidas para uma

membrana de nitrocelulose, utilizando tampéo de transferéncia (0,38M Tris-HCI, 0,18M
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glicina, 20%metanol), sob voltagem constante de aproximadamente 30 Volts, durante
12h. ApoGs a transferéncia, a membrana foi incubada em solucéo de 5% BSA (soro
abumina bovina) em TBS-T (TrissHCI 20mM, pH 7,4; NaCl 0,15M e Tween 0,05%),
em agitador orbital, por 2h a temperatura ambiente. Apds descartar a solucdo de BSA,
adicionou-se o anticorpo primario anti-ASS (BD Transduction Laboratories) diluido em
tampdo TBS-T (recomendacdo do fabricante 1:2500) e incubou-se por mais 2h a
temperatura ambiente. Em seguida, a solucdo foi removida e a membrana foi lavada
com a solucdo TBS-T por 3 vezes durante 5min cada a temperatura ambiente. Em
seguida, o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado com fosfatase
alcalina (Promega), diluido 1:7500 em tampdo TBS-T foi adicionado e incubado sob
agitacéo por 1h atemperatura ambiente. A membrana foi novamente lavada 3 vezes em
tamp&o TBS-T por 5min. As bandas foram reveladas usando solugdo AP (5M NaCl; 1M
TrissHCI, pH 9,5; 1M MgCl;) contendo 115 mM BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil
fosfato) e 60 mM NBT (nitro blue tetrazolium) como substrato.

3.10. Determinacdo dos niveisde NO no cérebro deratos Wistar e SHRs

3.10.1. Aquisicdo dos parametros cardiovasculares de ratos Wistar e SHRs

tratados com BPP-10c

Foram utilizados ratos machos da linhagem SHR de 270 - 3509 fornecidos pelo
biotério da Escola Paulista de Medicina (BIREME) e Wistar de 270 - 350g fornecidos
pelo Biotério Central do Ingtituto Butantan. Os animais foram mantidos com acesso
livre a alimentacdo e &gua e mantidos sob fotoperiodo a um ciclo luz-escuro (12h cada)
em estante ventilada com exaustdo (ALESCO) no Bioté&rio de experimentacéo

convencional de Mamiferos do Laboratério Especial de Toxinologia Aplicada do
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Ingtituto Butantan, de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal
adotado pelo colégio Brasileiro (COBEA).

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (250mg/kg) intraperitonial
22h antes do experimento para a implantagéo crénica de canulas (TYGON Flexible
Plastic Tubing — Saint-Gobain PPL Corp) na artéria e veia femoral. As cénulas, via
subcutanea, foram exteriorizadas e fixadas na por¢éo superior do dorso do animal. No
dia do experimento, com o animal acordado, a cénula arterial foi conectada a um
transdutor de pressdo para medir a pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC) acoplado ao sistema de aquisicdo de dados da BIOPAC Systems. Apds 60 min de
medida continua da PAM e FC basal, 71nmol/kg BPP-10c ou salina foram
administrados aos animais via endovenosa e entdo estes parametros foram monitorados
até 6h apds ainjecdo do peptideo.

3.10.2. Quantificacdo de NO em cérebro de ratos

Para 0 determinacdo da quantidade de NO no cérebro de ratos tratados com o
BPP-10c ou sdling, foi avaliado o acimulo de nitrato e nitrito no extrato total de
proteinas. Apds o monitoramento dos parémetros cardiovasculares por 6h, os animais
foram anestesiados com 10% ketamina e 2% xilazina (1:1), e submetidos a perfusdo
intra-cardiaca com 20 ml de 0,15 M NaCl; 0,01% de heparina sddica sob um fluxo de
4ml/min. Os cérebros foram coletados, pesados e homogeneizados (Polytron PT MR
3000, Kinematic AG) em tampéo RIPA [50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 150 mM NaCl; 1%
NP-40 (Nonidet P-40); 0,5% deoxicolato de sddio; 0,1% SDS; 10mM N-etilmaleimida;
1mM DTPA (Dietilenotriaminopentacético)]. Entdo, o homogenato foi injetado no
analisador de NO (NOA 280i — Sievers). Embora o NO gasoso possa ser detectado de
maneira direta, 0 NO formado em sistemas biologicos sdo rapidamente oxidados a

nitrato e nitrito (NOy). Para a determinagdo de NO por quimiluminescéncia em fase
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gasosa, nitrato e nitrito foram reduzidos a NO por solugdo saturada de cloreto de
vanadio (VCl3) em HCI 1M a 90°C e solugdo |, e Nal em acido acético glacial a 60°C,
respectivamente. O NO reagiu com o0zénio (O3) para formar didxido de nitrogénio, em
um estado excitado (NOZ*). Como o diéxido de nitrogénio volta ao estado de menor
energia (NOy) aluz foi emitida (hv). (Tarpey e Fridovich, 2001).

O3+ NO —» O, +NO, —>» NO,+ hv

As é&reas dos picos integrados foram comparadas a curva padréo de nitrato e
nitrito de sddio para calcular a quantidade de NOy presente em cada amostra utilizando
BAG program software 2.2 (Sievers Instruments Inc.).

3.11. Quantificacdo de NO em cultura de células

A quantificacdo da producdo de NO por células em cultura, através da
concentracdo de nitrito e nitrato intra e extracelular foi realizada utilizando o Nitric
Oxide Analyzer (NOA 280i — Sievers) de acordo com Feelisch et al. 2002. Cerca de
1X10° células foram semeadas e distribuidas em placas de 60mm diametro, 24h antes
das medidas. Entéo, as células foram tratadas com BPP-10c por 24h na auséncia ou
presenca de inibidores da via de sinalizagdo de Ca®* ou antagonistas de receptores. Apés
aincubagéo, 1 ml do meio de cultura foi removido e adicionado N-etilmaleimida para
atingir a concentracdo final de 10 mM. Em seguida a mistura foi centrifugada a 200 g
para eliminar possiveis fragmentos celulares. O sobrenadante foi coletado (meio
extracelular). As células foram lavadas com PBS (20 mM NagPO,, 0,15M NaCl, pH
8,0) e lisadas com o tamp&o RIPA. Em seguida, o lisado celular foi coletado e incubado
no gelo por 20 min e centrifugado a 200 g por 5 min. O sobrenadante foi coletado (meio

intracelular). O meio intra e extracelular foi injetado no analisador de NO.
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3.12. Ensaio deviabilidade das célulastratadas com BPP-10c

O ensaio de viabilidade celular foi realizado utilizando os reagentes do Kit Live-
Dead para células de mamiferos (Invitrogen). Esse ensaio simultaneamente determina o
nimero de células vivas e mortas. As células vivas tém esterases intracelular, que
convertem acetoximetil éster de calceina (calcein AM) célula permeavel ndo
fluorescente, em calceina intensamente fluorescente (excitacdo 485nm, emissao
530nm). As células mortas tém membranas prejudicadas; 0 homodimero-1 de etideo
(EthD-1) entra em células prejudicadas e é fluorescente quando ligado a é&cidos
nucléicos, emitindo luz fluorescente vermelha em células prejudicas ou células mortas
(excitagdo 530nm, emissdo 645nm). Cerca de 5X10* cdulas (Neu-W) foram
transferidas para placas de 96 pocos de paredes pretas e fundo transparente (Costar, UK)
e as células foram incubadas por 24h na auséncia ou presenca de 1nM BPP-10c em
DMEM sem soro de cavalo a 37°C, em atmosfera de 5% CO,. Entdo, as células foram
incubadas com calcein AM e EthD-1 por 30min a temperatura ambiente. A
fluorescéncia foi determinada usando sistema FlexStation 3. As quantidades de células
vivas e mortas foram calculadas no sotware SoftMax®Pro (Molecular Devices, CA) a
partir dos padrées com conhecidos nimeros de células vivas (ndo tratadas) e mortas
(tratadas com 0,1-0,5% digitonina por 10min)
3.13. Ensaiosdeinternalizacdo do Cy3-BPP-10c e co-localizacdo com ASS

As células foram mantidas sobre uma laminula numa densidade de
aproximadamente 5x10° células/100 mm, dentro de placas contendo meio apropriado,
por 12h a 37°C, em atmosfera de 5% de CO,. As células foram lavadas com tamp&o
PBS, e incubadas com DMEM sem soro, contendo 1 nM Cy3-BPP-10c por 30min a
37°C. ApGs incubacdo, as células foram novamente lavadas com tampé&o PBS e, ent&o,

fixadas com 4% paraformaldeido por 15 min e lavadas com &gua estéril. As células
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foram incubadas com reagente “anti-fading” (responsavel pela manutencéo da
fluorescéncia do Cy3) e visualizadas em microscopio de fluorescéncia (Axiocam, Zeiss,
Jena, Germany). A fluorescéncia do Cy3 foi excitada a 550nm e a fluorescéncia emitida
captada a 570nm. O ganho fotomultiplicador e o laser foram mantidos constantes

durante todo experimento.

Para os ensaios de co-localizacdo com ASS, as células Neu-W tratadas com Cy3-
BPP-10c, seguiram 0 mesmo procedimento descrito acima até serem fixadas com 4%
paraformaldeido por 15 min, a seguir foram permeabilizadas com 0,1% Triton X-100
em TBS-T por 10 min. Foram lavadas duas vezes com TBS-T e incubadas com 5%
albumina por 30 min. A seguir, foram incubadas com o anticorpo primério anti-ASS
purificado de camundongo (BD Transduction Laboratories) diluido em tampdo TBS-T
(1:500) por 2h a temperatura ambiente e novamente lavadas. As células foram, entdo,
incubadas com o anti-lgG de camundongo conjugado com fluoresceina (FITC, Jackson
Immunoresearch) por 1h. Finalmente, apos trés lavagens com TBS-T e uma lavagem
com &gua milli-Q, as células foram incubadas com reagente “anti-fading” (responsavel
pela manutencdo da fluorescéncia do Cy3 e do FITC) e visualizadas em microscopio de
fluorescéncia (Axiocam, Zeiss Jena, Germany). O Cy3 e o FITC foram excitados a
550nm e 450nm, e a fluorescéncias emitidas captadas a 570nm e 515nm,
respectivamente. O ganho fotomultiplicador foi mantido constante durante todo
experimento. Apos a captura das imagens independentes de marcacdo do Cy3 e FITC,
as imagens foram sobrepostas utilizando o software AxioVision 4.1 (Zeiss Jena,

Germany) para observacdo da localizagcdo da ASS e do BPP-10c.
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3.14. Quantificacdo dosniveis de RNA mensageiro em cérebrosde ratos
3.14.1. Preparacao das amostras

ApGs 0 monitoramento dos parametros cardiovasculares de SHRs tratados com
71 nmol/kg BPP-10c ou salina, os animais foram anestesiados 10% ketamina e 2%
xilazina (1:1), e submetidos a perfusdo intra-cardiaca com 20 ml de 0,15 M NaCl;
0,01% de heparina sddica sob um fluxo de 4mi/min. Os cérebros foram coletados,
mantidos em Trizol (Invitrogen) e estocados a -80°C até momento da extracéo do RNA.
Os tubos contendo as amostras em Trizol foram descongelados em banho de gelo e
homogeneizados no Polytron PT MR 3000 (Kinematic AG, Littau) durante
aproximadamente 30s. Em seguida, as amostras foram incubadas por 5min a
temperatura ambiente para permitir a dissociacdo dos complexos nucleoprotéicos. A
extracdo do RNA total teve inicio com adicdo de cloroférmio, seguida por agitacdo
vigorosa da mistura durante aproximadamente 15s e centrifugacdo a 12.000 g por 15min
a4°C. A fase aguosa foi coletada e transferida para um novo tubo, e a precipitagéo do
RNA total foi realizada com adi¢céo de isopropanol seguido de incubacéo por 10min a
temperatura ambiente. A mistura foi novamente centrifugada a 12.000 g por 15min a
4°C e o precipitado contendo o RNA tota foi lavado com etanol 75%. Em seguida, o
material foi seco a temperatura ambiente e solubilizado em 100m de égua livre de
contaminagdo por RNAse. O RNA total foi quantificado em espectrofotometro
(GeneQuant) utilizando os comprimentos de onda de 260nm e 280nm. A concentracdo
de RNA total foi obtida a partir da leitura da absorbancia a 260nm (Azsonm). A razéo de
Azsonm/ Azsonm fOI determinada para analisar a pureza do RNA extraido.
3.14.2. ReagOes em cadeia da polimerase em tempo real

A andlise quantitativa da argininosuccinato sintase (ASS), da eNOs e da nNOS

no cérebro de SHRs foi realizada pela técnica de reagdes em cadeia da polimerase (PCR
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- Polymerase Chain Reaction) em tempo real. A partir do RNA total extraido de
cérebros de SHRs foram congtruidas as fita de cDNA utilizando o Kit cDNA cycle kit
for RT-PCR (Invitrogen), seguindo as recomendacdes do fabricante. Para a formagéo da
dupla fita de cDNA foram utilizados oligonucleotideos iniciadores especificos para a
ASS, eNOS e nNOS (Tabela 3). O cDNA foi amplificado usando o ABI 7500 Real
Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A dupla fita do DNA
especifico foi marcada com SYBR Green | fornecido no Platinum SYBER Green
(Invitrogen), para permitir a detecgdo quantitativa do produto do PCR em um volume de
reacd0 de 25ul. A temperatura de reacéo foi de 95°C por 10min, 40 ciclos de
desnaturacdo 95°C por 15s / 60°C por 30s aumentando até 72°C por 30s. O nivel de
expressdo génica de GAPDH (Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) foi usado para
normalizar as diferencas no isolamento e degradacdo do RNA. Os resultados foram
analisados por quantificacéo relativa entre grupos. tratado e controle utilizando o

método 2°°°". (Livak e Schmittgen, 2001).
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TABELA 3: Iniciadores usados para amplificacdo de fragmentos de cDNA dos
genes que codificam para as proteinas nNOS, eNOS, ASS e GAPDH por PCR em
tempo real. pb = pares de base.

NUmero de acesso Tamanho

Gene NCBI Iniciador Sequéncias (5'-3") (pb)

Senso CCAATGTTCACAAAAAACGAGTCT
nNOS NM_052799.1 77
anti-senso | TCGCCTGGACTTAGGGCTTT

Senso GACTTTTAAGGAAGTAGCCAATGCA
eNOS NM_021838.2 93
anti-senso | CCATACAGGATAAGTCGCCTTCAC

sSenso TGCACTCTATGAGGACCGCTATC
ASS NC_005102.2 49
anti-senso | CTAGGCACCTCTCTCGCCAGGCCT

Senso TGGCCTCCAAGGAGTAAGAAAC
GAPDH NC_005103.2 69
anti-senso | GGCCTCTCTCTTCCTCTCAGTATC

3.15. Quantificacdo da liberacdo de neurotransmissores aminoacidos por células
neuronais

A quantificacdo da liberacdo de GABA, glutamato, aspartato e glicina por
células Neu-W estimuladas com BPP-10c foi realizada como previamente descrito em
Takei et al., 1989. Cerca de 3X10° células Neu-W foram mantidas em DMEM sem soro
por 2-5h. Entdo, as células foram lavadas trés vezes com tampdo HKR (HEPES-
buffered Krebs-Ringer) contendo 130mM NaCl; 54mM KCI; 1,8mM CaCl,. 0,8mM
MgSOg4; 5,5mM glicose; 50mM tamp&o HEPES. BPP-10c a concentragdo final de 1mvi
foi adicionado as células em tamp&o HKR. O tampéo de ensaio foi coletado apos 3min
em tubos no gelo e filtrados com membranas de 0,22nm (Milipore) para a remocéo dos
fragmentos celulares. Os aminoécidos em tampdo HKR foram derivatizados com
reagente fenilisotiocianato (75% etanol; 12,5% trietilamina; 12,5% fenilisotiocianato)

para deteccdo em HPLC, usando uma coluna analitica fase reversa C18 (Merck). Foram
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realizadas corridas cromatogréficas padrédo de GABA, glutamato, aspartato e glicina. A
corrida cromatogréfica controle foi realizada com reagente fenilisotiocianato. As areas
dos picos integrados foram comparadas aos padrdes para calcular a quantidade de
neurotransmissores aminoécidos liberados pelas células.

3.16. Avaliacdo da sensibilidade do barorreflexo de SHRs

Para avaliacdo da sensibilidade do barorreflexo de SHRs, os animais foram
anestesiados com tribromoetanol (250mg/kg) intraperitonial 22h antes do experimento
para aimplantacéo cronica de canulas (TY GON Flexible Plastic Tubing — Saint-Gobain
PPL Corp) na artéria e veia femoral. As canulas, via subcutanea, foram exteriorizadas e
fixadas na porgéo superior do dorso do animal. No dia do experimento, com o animal
acordado, a canula arterial foi conectada a um transdutor de presso para medir a PAM
e FC acoplado ao sistema de aquisicéo de dados da BIOPAC Systems.

Medidas controle da PAM e FC foram realizadas por repetidas estimulacéo dos
pressoreceptores com a injecéo endovenosa de 0,1 ml em bdlus de doses graduais de
fenilefrina (0,1 a 6,4 ng/kg) e nitroprussiato de sddio (0,2 a 12,8 ng/kg). Apos o retorno
dos valores de PAM e HR a niveis basais, foi administrado endovenosamente
71nmol/kg do BPP-10c. A estimulagdo dos pressoreceptores com fenilefrina e
nitroprussiato de sodio foi repetida 1h e 4h apds a administracdo do peptideo para
avaliacdo do barorreflexo. O pico de aumento ou reducdo da PAM ap6s a injegdo de
cada dose de fenilefrina ou nitroprussiato foi correlacionado com o pico de mudanca
reflexa na FC. A sensibilidade do barorreflexo foi analisada por regressdo linear obtida
por pontos relacionando mudangas na FC (batimentos por minuto) e PAM (mmHg)

(Irigoyen et al., 2000).
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3.17. Medidadireta da atividade do nervo simpatico renal

Para a realizacdo dos procedimentos cirlrgicos e durante todo procedimento
experimental os animais foram mantidos anestesiados com Uretana (SIGMA) na dose
de 1,2 g/Kg de peso, administrado intraperitonealmente.
3.17.1. Traqueostomia

Na superficie ventral do pescogo, préximo ao mandbrio esternal, o animal
recebeu uma pequena incisdo em sua pele. Foram divulsionadas e rebatidas as estruturas
musculares, e apés a localizagdo da traquéia, foi realizado um pequeno orificio entre
dois anéis cartilaginosos para a inser¢éo de uma cénula (JELCO Plus - n° 14G 7068 —
Johnson & Johnson MEDICAL). Dessa forma, permite-se aspiracéo endotragueal
guando necessario e a manutencao das vias aéreas pérvias.
3.17.2. Canulacéo de artéria e veia femorais

Os ratos foram posicionados em decubito dorsal e receberam uma inciséo na
regido inguinal unilateral para dissecacdo do feixe vésculo-nervoso femoral. Canulas de
polietileno PE-50 (15cm) soldados a PE-10 (2cm para veia e 4cm para artéria) foram
implantadas e fixadas por amarraduras. A extremidade livre da canula arterial foi
conectado um transdutor de pressdo para aquisi¢éo dos valores de PAM e FC, e acanula
venosa foi utilizada para injecdo de drogas.
3.17.3. Localizacdo e isolamento da artéria e nervo renais

Os animais tiveram um flanco lateral tricotomizado. Uma &rea delimitada entre a
ltima costela e a pata traseira foi demarcada com caneta dermatogréfica e exposta pela
retirada da pele. Em seguida, foi divulsionada a musculatura paravertebral da regiéo
retroperitoneal até a localizagdo do rim. Foram fixadas a um campo operatério as
extremidades da abertura cirdrgica para visualizac8o e acesso a aorta abdominal, nervo

e artéria renais. Com o auxilio de uma lupa (Opto sm, 2002), nervo e artéria renais
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foram cuidadosamente localizados e dissecados. O nervo renal foi posicionado sobre um
par de eletrodos de prata acoplados a um micromanipulador, e conectados ao sistema de
aquisicdo e registro da atividade simpética do nervo renal (RSNA). Dentro do campo
cirtrgico foi adicionado, durante todo o experimento, 6leo mineral (Nujol — Schering-
Plough) a + 37,5°C, para evitar ressecamento e isolar 0 nervo renal de ruidos externos.
Toda essa preparacdo permaneceu em observacdo por cerca de 30min ou até
estabilizagcdo dessas medidas para que se iniciassem os procedimentos experimentais.
3.17.4. Aquisicao dos parametros cardiovascular es

A cénula inserida na artéria foi acoplada a um transdutor de pressdo (strain-
Gauge — DT-XX Viggo-spectramed) ligado a um amplificador e a um sistema de
conversdo analégico-digital para aguisicao de dados (Power Lab 4/20 - ADInstruments).
Através de um software (Chart 5 for Windows) as oscilacdes de pressdo captadas
permitiram calcular a PAM e FC.
3.17.5. Registro da atividade ssmpética para o nervo renal

Os bursts de atividade simpética do nervo renal captados pelo eletrodo foram
filtrados (100Hz a 1000HZz), amplificados e enviados simultaneamente a um
amplificador de som e a um osciloscopio (Tektronix 546B) para visualizacdo e
identificacdo da freqliéncia de descarga que caracterizam a atividade simpatica. Além
disso, a atividade simpética captada foi conduzida a uma placa analogico-digital e aum
sistema de aquisicdo de dados (Power Lab 4/20 — ADInstruments). Através de um
software (Chart 5 for Windows), o sinal captado foi registrado como sinal bruto, medido
por unidades arbitrérias, e simultaneamente convertido em sinal integrado de RSNA que

permitiu sua quantificagdo em V olts/segundo.
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3.17.6. Atividade simpética para o nervo renal

O registro analisado foi a RSNA integral. O ruido residual de sistema de registro
de RSNA, obtido apds o procedimento de sacrificio, foi subtraido de todos os valores de
atividade simpética obtidos durante os experimentos. O resultado foi considerado o
valor absoluto. A média obtida dos valores inteiros dos 5 min anteriores a primeira
microinjecéo € 100%. As variacOes vistas apds os procedimentos experimentais foram
consideradas como a variagdo da porcentagem (100%) anteriormente citada.
Adicionalmente, através do uso do aplicativo ‘Spike Histogran? contido no software
Chart, o nimero de spikes captados em funcdo das despolarizacdes do nervo renal foi
contado para a comparacdo entre 0s spikes obtidos antes e apos a injecdo endovenosa de
71 nmol/Kg do BPP-10c. Egtes experimentos foram realizados em colaboragdo com o
Prof. Dr. Ruy Ribeiro Campos Jr. do Departamento Fisiologia Laboratério de Fisiologia
Cardiovascular e Respiratéria da Universidade Federal de Sao Paulo - Escola Paulista

de Medicina.

3.18. Implantacdo cronica de canula guia no SNC para injecdo

intracerebroventricular do BPP-10c

Para redlizar a micro-injecdo no ventriculo lateral esquerdo (VLE) ou direito
(VLD), os animais foram anestesiados com ketamina (185mg/kg) e Xilasina (9,2
mg/kg) i.p. ApoOs a anestesia, 0 pélo do dorso da cabega foi cortado, e 0s animais
fixados a0 estereotéxico (Staglting) pelas barras auriculares e pela peca bucal.

A pele do dorso do cranio foi secionada longitudinalmente, o periésteo daregido
foi afastado com auxilio de espétula, expondo 0s 0ssos da calota craniana. As
coordenadas estereotaxicas foram utilizadas para o posicionamento da canula guia logo

acima do ventriculo lateral esquerdo (VLE) ou ventriculo lateral direito (VLD) e foram
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definidas com auxilio do Atlas de coordenadas estereotaxicas (Paxinos e Watson, 1982).
A escolha do lado para colocagdo da canula guia é aleatoria: VLE, antero-pogterior (AP)
- 1,0mm, ML +1,5mm e dorso-ventral (DV) -3,0mm; VLD, AP — 1,0mm, médio-lateral
(ML) =1,5mm e DV —-3,0mm, sendo o parametro AP determinado. Tomando-se o
bregma como zero, o parametro ML teve a sutura sagital como zero e para 0 parametro
DV o zero foi determinado em relagdo ao 0sso parietal.

Com o auxilio de uma broca acoplada a um motor de uso odontolégico (Beltec
LB-100), o cranio foi perfurado, permitindo a passagem da canula guia que a0 ser
introduzida rompeu a dura-méter, e foi posicionada nas coordenadas previstas para cada
ponto. Para sustentacdo desta canula na posicdo prevista, foi preparada uma base de
cimento odontolégico fixada por um parafuso preso ao 0sso parietal do lado oposto ao
lado da céanula

Estes parametros permitem que a canula guia fique posicionada e fixada a cima
do ventriculo lateral (VL) e somente no dia do experimento, uma agulha mizzi 1mm
mais longa que a canula guia, atinge o VL por onde séo feitas as injecdes. Desta forma
se evita a perda de liquor do VL durante o periodo de recuperacdo do animal. Apés a
cirurgia, o animal ficou sob observacdo, até a recuperacdo da anestesia, quando entdo
foi mantido no biotério setorial até arealizagdo dos experimentos.

Cinco dias apds a cirurgia, a injecdo de 10ul BPP-10c em diferentes doses ou
salina estéril no mesmo volume foi feita manual mente, durante aproximadamente 1 min,
utilizando-se uma agulha mizzi conectada a uma micro-seringa de 100ul (Hamilton?).
Depois de cada micro-injecdo, a canula permaneceu no ponto por mais 3 min, a fim de
evitar refluxo do liquido injetado. A seguir, a canula foi retirada lentamente. Durante
este procedimento, o animal foi monitorado para medida da PAM e FC por pelo menos

6h. Para realizagdo desses experimentos foi imprescindivel a colaboragdo do aluno de
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mestrado Eduardo Fontana, além da colaboracdo e experiéncia da técnica Vera Pontieri
e da Prof. Dra. Claudia Moreira dos Santos da Escola de Artes, Ciéncias e Humanidades

da Universidade de Sao Paulo.
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4., RESULTADOS
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4.1. Mobilizacdo de transientes de [Ca’']; induzida pelo BPP-10c é dose-
dependente e depende da sequiéncia carboxi-terminal

A estimulacgo do receptor B, de cininas pela BK leva a um aumento da [C&']..
Essa elevacdo de transientes de Ca?* induzida pela BK ativa a NOS para gerar NO que
funciona como um horménio pararegular processos celulares de células vizinhas (Busse
e Fleming, 1995). Por exemplo, no masculo liso, o NO ativa a guanilato ciclase para
produzir GMP; e relaxamento dos vasos, caracterizando o Ca®* como um importante
mediador da atividade hipotensiva da BK (Busse e Fleming, 1995).

BPP-10c induz elevagBes transientes na [Ca’']i, em células de cultura priméria de
cérebro de ratos neonatos (Neu-W). Nesse experimento foram utilizadas concentractes
crescentes do BPP-10c (0,1-10mM). A andlise da relacdo dose-resposta para elevacdes
de [Ca?*"]; induzida pelo BPP-10c em células Neu-W revelou uma curva atipica, em que
a resposta maxima foi medida na concentracdo em torno de 1mM de BPP-10c e
apresentou ser cerca de quatro vezes maior a resposta medida na concentragéo de 0,1
nM do peptideo, enquanto que um aumento das concentraces do peptideo levou a um
declinio da resposta de [C&*];, caracterizado por uma curva dose-resposta em forma de
sino (Figura 6). O aumento da [Ca’]; foi instantaneo e transiente, ou seja,
imediatamente (2s) apds a aplicacdo do BPP-10c o pico de resposta alcancou a [Ca’™"];
méxima de aproximadamente 800 nM em células Neu-W, e entdo rapidamente [Ca™"];
diminuiu e alcancou niveis basais, 20 segundos apo6s 0 pico maximo de resposta (Figura

11).
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FIGURA 6: Curva dose-resposta para elevacéo da [Ca®]; induzida pelo BPP-10c
em células Neu-W. As células foram ensaidas com o “FlexStation Calcium Assay Kit”.
As mudancas no pico de [Ca?"]; transientes induzido por vérios concentragdes de BPP-
10c (0.1-10 M) foram medidas por microfluorimetria usando FlexStation 3. Os dados

mostrados representam a média dos valores + desvio padrdo de cinco experimentos
independentes. RFU = unidade relativa de fluorescéncia

Muitos BPPs isolados do veneno das serpentes apresentam um motivo C-terminal
canbnico Pro-X-lle-Pro-Pro, onde X poderia ser qualquer residuo de aminoacido (lanzer
et a., 2004). Por um longo tempo, acreditava-se que a seqiéncia C-terminal dos BPPs
era importante para a atividade farmacologica desses peptideos (Ondetti e Cushamn,
1984). Em vista disso, nés empregamos 0 método de substituicdo de cada um dos
residuos deste motivo canbnico por uma aanina “alanina scan” (Magdesian et al.,
2005) para verificar se esses residuos de aminoécidos eram cruciais para as respostas de
[C&"]; induzidas pelo BPP-10c. Andlogos do BPP-10c foram sintetizados com a
substituicdo de um Unico residuo de aminoé&cido, Ile ou Pro, nas posicdes 4, 6, 7, 9 ou
10 por Ala, gerando peptideos modificados, denominados de Alal, Ala2, Ala3, Alad e
Alab, respectivamente. Os resultados demonstraram que todos esses peptideos foram
menos eficientes que o peptideo padrédo (BPP-10c) ndo modificado na inducdo de

transientes [Ca'];, apresentando cerca de 50% da atividade observada para o BPP-10c
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(Alal = 56,6+7,3%; Ala2 = 56,3+15,6%; Ala3 = 51,8+14,6%, Alad = 52,97+1,7%;
Alab = 47,9£5,7%).

Além disso, uma seqiiéncia embaralhada contendo os cinco aminoacidos amino-
terminal em ordem alterada (N5-embaralhado) revelou a mesma atividade que o BPP-
10c (N5-embaralhado = 106,8+37,1%), indicando que essa parte da seqiéncia néo
deve ser importante para sua atividade biologica. A seqiiéncia truncada do BPP-10c sem
0s trés residuos de aminoacidos no N-terminal (sem <ENW) também ndo revelou
nenhuma diferenca na inducdo de transientes da [C&’']; (sem <ENW = 93+11%)
guando comparado ao efeito observado na presenca da mesma concentracdo do BPP-
10c. No entanto quando todos os residuos de aminoécidos foram sintetizados em ordem
invertida do C-terminal para o N-terminal (BPP-10c invertido) a resposta foi abolida
(BPP-10c invertido = 3,1+1,3%), revelando a importéancia da sequéncia do BPP-10c

para atividade de mobilizacgo da [Ca?*]; (Figura 7).
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FIGURA 7: Relacdo sequéncia e atividade do BPP-10c. Analogos do BPP-10c foram
usados para definir se os residuos de lle ou Pro nas posicbes 4, 6, 8, 9 e 10 eram
relevantes para o efeito de inducdo da resposta de Ca&Z* pelo BPP-10c (1mM). Um
peptideo apresentando a mesma seqiiéncia do BPP-10c, mas com 0s cinco primeiros
residuos de aminoécidos aleatoriamente embaralhados e o BPP-10c truncado sem 0s
trés residuos amino-terminal foram sintetizados para avaliar a importéncia do N-
terminal para atividade na mobilizacdo da [Ca®']; desse peptideo. Os dados mostrados
representam a média dos valores + desvio padrdo de quatro experimentos
independentes. RFU = unidade relativa de fluorescéncia. Andlise de variancia
(ANOVA) seguido do teste Student-Newman-Keuls *=p<0,01.

4.2. Caracterizacdo da transducéo de sinal induzida pelo BPP-10c

A BK, gue tem conhecida acdo hipotensiva, atua pela ligagdo com o receptor B2 e
0 processo de transducdo de sinal € bem caracterizado. Por esse motivo, esse
neuropeptideo foi usado como referéncia nas medidas de variacdo da [Ca®']i, na

auséncia ou presenca de inibidores de diversas vias de sinalizacdo intracelular. BK é
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conhecido ativar PLC-b e induzir liberacéo de Ca?* de uma reserva intracelular sensivel
ainositoltrifosfato (1P;) (Fleming e Busse, 1997).

A deplecdo dos estoques de Ca®* intracelular pela pré-incubagdo com tapsigargina,
um inibidor da Ca?*-ATPase do reticulo endoplasmético (Thastrup et al., 1989), resultou
numa quase completa perda da resposta de aumento da [C&?*]; induzida pelo BPP-10c e
BK. No entanto, a resposta induzida pela BK n&o foi afetada pela auséncia de Ca&2* no
meio extracelular, enquanto que o aumento da [Ca’']; induzido pelo BPP-10c foi
significativamente reduzido na auséncia de Ca?* extracelular (Figura 8). Dessa maneira,
o transiente da [Ca®']; induzido pelo BPP-10c envolve o influxo de Ca* extracelular
bem como a liberagdo de Ca?* dos estoques intracelulares. Esses resultados sugerem a
ativagdo de um mecanismo conhecido como CICR — calcium-induced calcium release
(Endo, 1977). De fato, a pré-incubacdo das células Neu-W com 50 nmM de rianodina, um
inibidor da CICR (Zhang et al., 2006), diminuiu significativamente a resposta de [C&"];
induzida pelo BPP-10c.

U-73122, um inibidor especifico da atividade da PLC-b (Bleasdale et al., 1990) foi
utilizado para determinar se a atividade da PLC-b participaria da via de sinalizacéo do
BPP-10c. Diferentemente das respostas de Ca®* induzida pela BK, o aumento de [Ca?*];
induzido pelo BPP-10c nédo foi afetado pela incubagdo com o inibidor da PLC-b
descartando a participacdo de |1P; gerada pela PLC-b. Entretanto, a ativacéo do receptor
de IP; dos estoques intracelulares na mobilizagdo da [Ca’*]; induzida pelo BPP-10c ndo
pode ser descartada visto que esses receptores além de serem ativados por 1P; séo
também ativados por Ca’*, pelo mecanismo CICR (revisado por Berridge et al., 2000).

A pré-incubacéo das células Neu-W por 30min com 100ng/ml de toxina pertussis,

um inibidor da ativacdo de receptores metabotropicos acoplados a proteina G; ou G,
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(proteina com atividade GTPasia inibitoria) (Neer e Clapham, 1988), também resultou
em uma reducdo significativa dos transientes de [Ca’*]; induzido pelo BPP-10c,
enguanto que a atividade do receptor B2 de cininas ndo foi afetada na presenca de

toxina pertussis, qual é sabidamente mediado por G, (Fleming e Busse, 1997).

150 -
OE&PP-10c

_} m BK

100 ~

50 4

RFU (% do controle)

FIGURA 8. Caracterizacdo da via de sinalizacdo de Ca?* do BPP-10c e BK em
células Neu-W. Os valores arbitrarios de fluorescéncia que corresponde ao nivel da
[C&?"]; induzido por 1 M de BPP-10c ou de BK foram obtidos na auséncia (controle)
ou seguido da pré-incubacso com vérios inibidores da via de transducdo de sinal de Ca?*
utilizando FlexStation 3. O influxo de Ca®* e a liberacdo de C&* dos estoques
intracelulares foram inibidos por pré-incubacéo das células com 10 mM EGTA ou 200
ng/ml tapsigargina por 5 ou 30 min, respectivamente. A participacdo dos estoques de
Ca®* sensiveis a IP; e rianodina nas respostas de [Ca]; induzida pelo BPP-10c foi
estudada seguindo a pré-incubacdo por 30min com 20 nM de inibidor de PLC-b,
U73122 ou com 50 mM rianodina. As células foram pré-incubadas com 100 ng/ml
toxina pertussis por 30 min para inibicdo das respostas de receptores mediados por
proteinas Gi,. Os experimentos controle, exceto para inibicdo dos estoques de Ca®*
sensiveis a rianodina, foram realizados na presenca de BK cuja transducéo de sinal é
bem caracterizada. Os dados mostrados representam a média dos valores + desvio
padréo de cinco experimentos independentes. RFU = unidade relativa de fluorescéncia
Andlise de varidncia (ANOV A) seguido do teste Student-Newman-Keuls * = p<0.001,
comparando com a estimulagéo com BPP-10c na auséncia de inibidores; # = p<0.001,
comparando com a estimulagéo com BK na auséncia de inibidores.
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4.3. Mobilizacgo da[Ca?"]; induzida pelo BPP-10c em células neuronais

A cultura priméria de cérebro de ratos neonatos tem sido frequentemente utilizada
para o estudo do €feito bioldgico de moléculas com atividade no SNC. Essa preparacao
de célula é composta de uma mistura de fenétipos neuronal e glial, refletindo condictes
in vivo (Raizada et al., 1995; Lu e Raizada, 1995; Jin et al., 2007), ndo permitindo,
portanto, diferenciar 0s receptores expressos em neuronio e glia. A cultura, nomeada
nesse trabalho como Neu-W contém cerca de 80% de neurdnios como determinado por
imunohistoquimica (marcacdo neuronal especifica) e por estudos de eletrofisiologia
(Raizada, 1983; Puro e Agardh, 1984; Boyd et al., 1985). Sabendo que a piaméter e 0s
vasos sanguineos foram removidos antes da dissociagdo das células, os outros 20%
dessa cultura € constituida por células gliais (Raizada, 1983).

Para avaliar distintamente os efeitos induzidos pelo BPP-10c em neurdnios ou
células gliais, linhagens celulares homogéneas e estaveis, neuroblastoma humano (SK-
N-AS) e glioma de rato (C6) foram utilizadas para as medidas de variacéo da[Ca®'];. A
estimulacdo com 1 mM do BPP-10c resultou em um aumento de transientes da [Ca?*];
em células SK-N-AS, assim como em células Neu-W, enquanto que em células C6

nenhum aumento significativo da[Ca’*]; foi observado (Figura 9).
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FIGURA 9. Comparacéo do aumento da [Ca?"]; induzido pelo BPP-10c em células
neuronais e gliais. O aumento da [C&"]; induzido por 1mM de BPP-10c foram
determinados por microfluorimetria usando FlexStation 3. Neu-W: células de cérebro de
ratos neonatos, SK-N-AS: células de neuroblastoma humano e C6: células de glioma de
rato. Os dados mostrados representam a média dos valores + desvio padréo de cinco
experimentos independentes. RFU = unidade relativa de fluorescéncia.

Embora o BPP-10c seja um inibidor da ECA, essa propriedade ndo esta envolvida
nos aumentos transientes da [Ca’*]; induzidos por este peptideo, ja que 1 mM do
captopril, inibidor da ECA, mesmo quando utilizado em concentragdo acima da
constante de inibicéo para a atividade da ECA (K siio-n = 0.5 nM e K| giio.c = 8.3 nM de
acordo com Cotton et al., 2002), ndo provocou nenhuma mudanca da [Ca®*]; em células
de neuroblastoma (Figura 10). Além disso, repetidas aplicagdes do BPP-10c em células
SK-N-AS, em intervalos de 2 min, levou a dessensitivacdo da resposta induzida por esse
peptideo (Figura 11), mas ndo inibiu os transientes da[Ca’*]; mediado pelo receptor B2.
Corroborando com esses dados, a pré-incubacéo das células Neu-W, por 1 ou 5 min
com 1 mM de BPP-10c, n&o interferiu nos transiente de [Ca’*]; induzidos por 1 mM BK
(Figura 12). Da mesma forma, em células SK-N-AS nenhuma interferéncia do BPP-10c
sobre a atividade do receptor da BK foi observada (Figura 10). Para confirmar que né&o

h& participacdo dos receptores de cininas no aumento da [Ca’"]; induzida pelo BPP-10c,
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a atividade do BPP-10c foi testada na presenca de antagonistas dos receptores B1 e B2
de cininas. Ambos inibidores, HOE-140, um antagonista do receptor B2, e o des-Arg’-
[Leu’]-BK (DALBK), um antagonista do receptor B1, ndo interferiram
significativamente nas respostas induzidas pelo BPP-10c (Figura 13). Os receptores
muscarinicos, de glutamato e a-2 adrenérgico sdo alguns dos receptores envolvidos com
a producdo de NO e controle da pressdo arterial no SNC (Garthwaite e Boulton, 1995;
Padley et al., 2005; Kanagy, 2005), por isso 0 aumento da [Ca’*]; induzido pelo BPP-
10c foi avaliado na presenca de antagonistas desses receptores. MK-801, antagonista de
receptores de glutamato; yohimbine, do receptor a-2 adrenérgico e atropina, antagonista
dos receptores muscarinicos. No entanto, aumentos transientes da [Ca?*]; induzidos por

1mM do BPP-10c néo foram afetados por nenhum desses antagonistas (Figura 13).
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FIGURA 10. Avaliacdo da variacdo da [Ca®"]; em células SK-N-AS estimuladas
com captopril, BPP-10c ou BK, por microscopia confocal. A. (1): imagens de células
SK-N-AS ndo estimuladas. (2) Células estimuladas com 1 miM de captopril e (3) com 1
mM de BPP-10c. (4) Niveis da [Ca®']; apds recuperacso das células apés a estimulacio
com agonista. (5) Células estimuladas com 1 mM BK e (6) 5mM de ion6foro de Ca®* Br-
A23187 para verificar as células vidveis e a resposta maxima. B. Grafico representativo
de transientes da [Ca®']; apds aplicacdo de captopril, BPP-10c e BK, respectivamente.
C. Respostas da [Ca’"]; induzida por 1mM de BPP-10c, seguida por uma aplicacdo de
BPP-10c ap6s 2 min e finalmente por adi¢do de 1mM BK. As setas indicam o tempo de

2000 4

0

aplicacdo do ligante (B e C).
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FIGURA 11. Avaliacdo da variacdo da [Ca?"]; em células Neu-W estimuladas com
BPP-10c ou BK, por microscopia confocal. A. (1): Imagens de células Neu-W nao
estimuladas. (2) Células estimuladas com 1 mM de BPP-10c. (3) Niveis da [C&*]; ap6s
recuperacao das células apds estimulacdo com o agonista. (4) Células estimuladas com
1 mM BK. (5) Niveis da [C&’"]; apds recuperacdo das células apds estimulacdo com o
agonista e (6) 5mM de iondforo de Ca®* Br-A23187. B. Gréfico representativo de
transientes da [Ca’']; ap6s aplicacdo de BPP-10c e BK, respectivamente. As setas
indicam o tempo de aplicacéo do ligante.
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FIGURA 12. Respostas de aumento da [Ca®]; induzida pelo BPP-10c em células
Neu-W né&o sdo mediadas por receptor B2 de bradicinina. Nesse experimento foi
verificado se a pré-incubacdo com BPP-10c dessensibilizaria a resposta da [Ca®*]; ou
potencializaria os efeitos promovidos pela BK. Por isso, 0 aumento da [Ca?*]; induzido
por 1mM BK apds a pré-incubacdo com 1 mM de BPP-10c por 1 ou 5 min foram
determinados por microfluorimetria usando FlexStation 3. Os dados mostrados (média
dosvalores + S.D.) representam os resultados de trés experimentos independentes. RFU
= unidade relativa de fluorescéncia.
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FIGURA 13. Interferéncia de antagonistas dos receptores B1 e B2 de cininas, a-2
adrenérgico e NMDA na resposta de Ca** induzida pelo BPP-10c. O valores da
[Ca’']; apds a estimulagdo das células com 1 mvVl BPP-10c foram obtidos na auséncia
(controle) ou seguido da pré-incubacdo por 30min com alguns antagonistas. Antagonista
do receptor B1: 1mM des-Arg’-[Leu®]-BK (DALBK), antagonista do receptor B2: 1 vl
Hoe 140, antagonista do receptor a-2 adrenérgico: 250nM yohimbine e antagonista do
receptor NMDA e nicotinico de acetilcolina 10mM MK-801. Os dados mostrados
representam a média dos valores + desvio padrdo de quatro experimentos
independentes. RFU = unidade relativa de fluorescéncia

4.4. Envolvimento da ativacdo da proteina Gj, na atividade do BPP-10c em

células neuronais

A inibic&o da resposta de aumento da [Ca’"]; induzida pelo BPP-10c na presenca
de toxina pertussis (Figura 8) indica o envolvimento da ativacdo de proteina Gj;, na via
de sinalizacdo desse peptideo. Outra evidéncia da participagdo da proteina G, foi
observada pela inibicdo do acimulo de AMP. induzido por 50 nM de forskolina em
células Neu-W na presenca de 1 mM de BPP-10c. No entanto, o acimulo de AMP,
induzido por forskolina em células C6 néo foi significativamente inibido na presenca de
BPP-10c (Figura 14). Esses resultados corroboram com os dados obtidos nas medidas
da [Ca®*];, indicando que apenas os neurdnios sio sensiveis a estimulacdo pelo BPP-10c

(Figura 9). Considerando o envolvimento da ativagdo de proteina Gj, e visando a
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identificacdo do receptor putativo, o BPP-10c foi usado como ligante em ensaios de
ligac8o contra 105 receptores acoplados a proteina G, incluindo o receptor B2 de

cininas, no entanto, nenhuma ligagdo especifica com esses receptores testados foi

observada (Tabela 4).
T W células Meu-W *
. Océlulas Ca
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FIGURA 14. Efeito do BPP-10c sobre o acimulo de AM P, em células Neu-W e C6.
Células Neu-W (cultura priméria de cérebro de ratos neonatos) e C6 (glioma humana)
foram pré-incubadas por 10 min na auséncia (controle) ou presenca de 1mM de BPP-
10c. Quando indicado, 50 mM de forskolina foi adicionado e as células foram incubadas
por 1 hora. Os dados foram comparados com aqueles obtidos em medidas controle na
auséncia de qualquer droga (normalizado para 100%). Os dados (média dos valores +
S.D.) representam os resultados de trés experimentos independentes. Andlise de
variancia (ANOV A) seguido do teste Student-Newman-Keuls *= p< 0.05, comparagéo
dos niveis de AMP.; em células tratadas com forskolina + BPP-10c.
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TABELA 4. Exclusdo de receptores acoplados a proteina G como possiveis
receptores para o BPP-10c. Radioligantes de receptores foram utilizados para ensaios
de selecdo (screening) com o BPP-10c contra 105 receptores acoplados a proteina G
humanos caracterizados. Os ensaios foram realizados pela MDS Pharma Services
conforme detalhado na secéo de Materiais e Métodos. Ky = constante de dissociacdo dos

radioligantes.

Receptor Radioligante Kq (NM)
1|Adenosine A; [H°] DPCPX 1,4
2|Adenosine Ay, [H®] CGS-21680 64
3|Adenosine As [1%°] AB-MECA 5,9
4|Adrenergicap [H°] Prazosin 0,58
5|Adrenergic asa [H®] MK-912 0,6
6|Adrenérgico a g [H3] Rauwolscine 2.1
7|Adrenérgico a [H’] MK-912 0,17
8|Adrenérgico b, [1'?°] Cyanopindolol 0.041
9|Adrenérgico b, [H3] CGP-12177 0,44
10|Adrenérgico by [1'?°] Cyanopindolol 15
11|Adrenomodulilin AM; [1**] Adrenomedullin (13-52) 0,045
12|Adrenomodulilin AM, [1**] Adrenomedullin (13-52) 0,018
13|Angiotensina AT, [I125] (Sarl,Iles)—AngiotensinaII 0,17
14|Angiotensina AT, [1'%] CGP-42112A 0,012
15|APJ [1'%°] (Pyr")-Apelina-13 0,16
16/Bombesina BB1 [1'%°] (Tyr*)-Bombesina 0,0045
17|Bombesina BB2 [1'%] (Tyr*)-Bombesina 0,062
18/|Bombesina BB3 [1'*°] (O-Tyr® b-Ala'!, Phe'® Nle'*)-BN (6-14) 0,21
19|Bradicinina B, [H?] (Des-Arg™®)-Kallidin 017
20|Bradicinina B, [H?] Bradicinina 0,29
21|Calcitonina [1'?°] Calcitonina 0,05
22|CGRP1 [1'?°] CGPRP (humano) 0,008
23|Cannabinéide CB; [H®] CP-55,940 1,3
24|Cannabinéide CB, [H*] WIN-55,212-2 4,9
25|Chemokine CCR1 [1'%°] MIP-1a 0,017
26/Chemokine CCR2B [11%°] MCP-1 0,063
27|Chemokine CCR4 [I'*°] TARC 0,11
28|Chemokine CCR5 [1'?°] MIP-1b 0,34
29|Chemokine CX3CR1 [I125] Fractalkine 0,07
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Receptor Radioligante Kq (NM)
30|ChemokineCXCR1/2 (IL-8, ndo seletivo) |[1'%] IL-8 1,2
31|ChemokineCXCR2 [1'%°] IL-8 0,035
32|Cholecystikinin CCK1 [H3] Devazepide (1-364,718) 0,2
33|Cholecystikinin CCK2 [1'?°] CCK-8 0,1
34|Corticotropin Releasing Factor CRF1|[I**] (Tyr°)-CRF 0,47
35|Dopamine D, [H%] SCH-23390 1.4
36|Dopamine Dy, [H?] Spiperone 0,08
37|Dopamine Dys [H3] Spiperone 0,09
38|Dopamine Dj [H3] Spiperone 0,36
39|Dopamine Dy, [H?] Spiperone 0,32
40|Dopamine Dy 4 [H3] Spiperone 0,46
41|Dopamine D, ; [H3] Spiperone 0,48
42|Dopamine Ds [H®] SCH-23390 0.73
43|Endotelina ET, [1**°] Endotelina-1 0.048
44|Endotelina ETg [I125] Endotelina-1 0,085
45|G protein-coupled Receptor GPR103|[I'?°] QRFP-43 0,13
46|G protein-coupled Receptor GPR8  [[I'?°] NPW-23 0,085
47|GABA g4 [H®] CGP-54626 3.3
48|GABA g5 [H%] CGP-54626 3.6
49|Galanin GAL 1 [1'%°] Galanin 0,022
50|Galanin GAL 2 [1'*°] Galanin 0,13
51|Growth Hormone Secretagogue (GHS, Grelina) |[1'2"] Grelina 0,038
52|Histamina H, [H% Pyrilamine 1.1
53|Histamina H, [I'®°] Aminopotentidine 0.45
54|Histamina Hs [H3] R(-)-a-Metilhistamina 2,4
55|Histamina H, [H3] Histamina 57
56|Leukotriene, BLT (LTB,) [H’] LTBA 0,068
57|Leukotriene,Cysteinyl CysLT, [H’] LTD4 0,21
58|Leukotriene,Cysteinyl CysLT, [H] LTC4 1,3
59|Melanocortina MC ; [1I'*°] NDP-a-MSH 0,037
60|Melanocortina MC 3 [1'?°] NDP-a-MSH 0.24
61|Melanocortina MC 4 [I'*°] NDP-a-MSH 0.5
62|Melanocortina MC s [1'?°] NDP-a-MSH 0,53
63|Melatonina MT ; [1'*°] 2-lodomelatonina 0,054
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Receptor Radioligante Kq (NM)

64|Melatonina MT , [1'?°] 2-lodomelatonina 0,054
65|Motilin [1'%°] Motilin 0,1
66|Muscarinico M ; [H®] N-Metilscopolamine 0.26
67|Muscarinico M , [H®] N-Metilscopolamine 0,58
68|Muscarinico M 5 [H®] N-Metilscopolamine 0.75
69|Muscarinico M, [H] N-Metilscopolamine 0,22
70|Muscarinico M 5 [H3] N-Metilscopolamine 1,3
71|N-Formyl peptide Receptor FPR1 [H3] fMLF 0,26
72|N-Formyl peptide Receptor-like FPR1 [I125] WKYMVm 0,01
73|Neuromedin UNMU ; [1'*] Neuromedin U-25 0,14
74|Neuromedin UNMU, [I"*] Neuromedin U-25 0,072
75/Neuropeptideo Y Y ; [1'?°] Peptideo YY 0.24
76/Neuropeptideo Y Y, [1'?°] Peptideo YY 0.012
77|Neurotensina NT; [I125] Neurotensina 0,082
78|Opiate s (OP 1,DOP) [H®] Naltrindole 0,49
79|0Opiate k (OP 2, KOP) [H3] Diprenorphine 0,4
80|Opiate m(OP 3, MOP) [H3] Diprenorphine 0,41
81|Orphanin ORL; [H3] Nociceptin 1
82|Platelet Activating Factor (PAF) [H®] PAF 0,13
83|Prostanoid CRTH2 [H3] Prostaglandina D, (PGD5) 4,1
84|Prostanoid DP [H®] Prostaglandina D, (PGD,) 2,3
85|Prostanoid EP, [H®] Prostaglandina ED, (PGE,) 3,1
86|Prostanoid EP, [H?] Prostaglandina ED, (PGE,) 0,31
87|Prostanoid, Troboxano A, (TP) [H’] $Q-29548 9,4
88|Serotonina 5-HT;a [H®] 8-OH-DPAT 5
89|Serotonina 5-HT,g [H®] Lysergic acid diethilamide (LSD) 2,1
90|Serotonina 5-HT,¢ [H3] Mesulergine 1,1
91(Serotonina 5-HTsa [H®] Lysergic acid diethilamide (LSD) 1,8
92|Serotonina 5-HTs [H%] Lysergic acid diethilamide (LSD) 1,3
93|Somatostatina sst1 [1'?°] Somatostatina-14 0,48
94|Somatostatina sst2 [1'?°] Somatostatina-14 0,034
95/|Somatostatina sst3 [I'®°] Somatostatina-14 0,052
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Receptor Radioligante Kq (NM)
96|Somatostatina sst4 [1'?°] Somatostatina-14 1,4
97|Somatostatina sst5 [1'?°] Somatostatina-14 0,5
98|Tachykinin NK ; [H®] SR-140333 0.3
99[Tachykinin NK, [H%] SR-48968 0.25

100|Tachykinin NK [1'*] MePhe’-Neurokinin B 0.28
101|Urotensina |l [1'®°] Urotensinalll 0,2
102|Vasoactive Instestinal Peptide VIP, [[1'%] VIP 0,024
103|VasopressinaV i [1***] PhenylacetyITyr(Me)PheGInAsnArgProArgTyr 0,0022
104|VasopressinaV ;g [H3] (Args)—Vasopressina 0,21
105|VasopressinaV , [H3] (Args)—Vasopressina 3,2
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4.5. Proteinas com afinidade pelo BPP-10c
4.5.1. Ensaio de cromatografia de afinidade

Foi visto anteriormente que ndo foi possivel identificar o receptor do BPP-10c.
Por esse motivo procuramos identificar proteinas encefélicas com afinidade pelo BPP-
10c utilizando cromatografias de afinidade, no qual o extrato citosdlico e membranar de
cérebro de rato adulto foram aplicados. O peptideo foi acoplado a uma resina ativada
(NHS-activated HP) de uma coluna HiTrap, com 95% de eficiéncia de incorporacéo. As
andlises das proteinas das fracbes de membrana e citosol retidas na coluna por ligacéo
com o BPP-10c e em seguida, eluidas tanto por abaixamento de pH como por
competicdo com o BPP-10c foram realizadas inicialmente por eletroforese em SDS-
PAGE.

O pefil eletroforético dos €euatos indicou a presenca de uma proteina
majoritéria com massa molecular em torno de 75 KDa, além de quatro proteinas de
massas moleculares aproximadas de 70, 60, 45 e 35 kDa (Figura 15). Essas proteinas
foram analisadas por espectrometria de massas (LC-MS/MS) ap0s tripsinizacdo de cada
uma das bandas de proteina. A proteina de 75 KDa de ambas fracdes foi identificada
como sendo a sinapsina isoforma la. Os peptideos ionizados no espectrémetro de
massas provenientes dessa proteina cobriram 57% e 43% na fragdo citosdlica da
seqiiéncia total dessa proteina eluidas por competicdo e abaixamento de pH,
respectivamente, e 24% na fracdo de membrana eluida por abaixamento de pH. As
proteinas de 70 e 60 KDa foram identificadas como sendo sinapsina isoforma llb, com
9% de cobertura e actina citoplasmética, com 23% de cobertura da seqiiéncia total,
respectivamente (Tabela 5). Os componentes protéicos menos abundantes nas fracdes
de membrana e citosol ndo foram identificados por espectrometria de massas apesar de

estarem presentes no gel de SDS. Confirmando a especificidade de ligacéo ao BPP-10c,
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um similar perfil de eluicdo foi obtido quando as proteinas das fracfes citosdlicas e de
membrana solubilizadas foram pré-cromatografadas na coluna HiTrap-controle seguida
por cromatografia em HiTrap-BPP-10c e eluida com tampdo de €eluicdo (dados ndo

apresentados).

i 1 2 3 4

3 : - i ¥ &
S0EDu +

43KDa _L.

235K L.

137KDa 1.

FIGURA 15. Analise por SDS-PAGE dos eluatos das cromatografias de afinidade
realizada nas colunas HiTrap-BPP-10c. Gel de poliacrilamida 12,5%: Linha M —
padréo de massas moleculares; linha 1 — proteinas da fracdo citosolica de encéfalos de
ratos eluidas com tampdo contendo 5 mg de BPP-10c; linha 2 — proteinas da fragdo
citostlica de encéfalos de ratos eluidas com tamp&o contendo glicina 100 mM e NaCl
0,5 M pH 3,0; linha 3 — proteinas da fracdo de membrana de encéfalos de ratos eluidas
com tampéo contendo 5 mg de BPP-10c; linha 4 — proteinas da fragdo de membrana de
encéfalos de ratos eluidas com tampéo contendo glicina 100 mM e NaCl 0,5 M pH 3,0.
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TABELA 5. Proteinas encefalicas identificadas por espectrometria de massas

Proteina MUmero de Espécie Cobertura
prnleinn dcesso originara muler.ular paj %)

Citosol Competicdo  Sinapsinala gl 9507159 Rattus 74114

nonegieus

2 Citosal Abaimamente  Sinapsinala @ 9507169 Rattus 74114 &r
dapH nenegeus

4 Menbrana Abaamento  Sinapsinala o 9507159 Rattus 74114 24
depH NONVEgCLS

2 Citosal Abalsaments  Sinapsinallb ai 112350 Ratties 70038 10
depH Noregicus

4 Membrana Abaiaments Actina gi 109483380 Rattus 53163 14
dapH NonegcLs

4.5.2. Argininosuccinato sintase como proteina ligadora do BPP-10c no SNC
Recentemente, a argininosuccinato sintase (ASS) foi caracterizada por nosso
grupo como alvo renal do BPP-10c (Guerreiro et al., 2009). A ASS participa do ciclo
citrulinasNO para a producéo de NO em muitos tecidos. Além disto, o NO, no cérebro,
esta envolvido na regulacdo cardiovascular central (Lin et al., 1999). Néo foi possivel
identificar a ASS entre as proteinas do encéfalo isoladas por cromatografia de afinidade
utilizando uma coluna imobilizada com o BPP-10c, assim como ocorreu para 0s
extratos renais (Guerreiro et al., 2009). Entretanto, utilizando a técnica de Western blot,
foi possivel observar a presenca dessa enzima nos eluatos do encéfalo, tanto no eluato
da fragdo citosdlica como de membrana, como revelado pelo anticorpo especifico anti-
ASS (Figura 16). Essa discrepancia pode ser explicada devido a diferenca nos niveis de
expressdo da enzima ASS nos diferentes tecidos, jA que a expressdo da ASS é
significativamente menor no cérebro de ratos adultos que nos rins (Husson et al., 2003).
Entretanto, este fato ndo diminui a importancia da interacdo do BPP-10c com essa

enzimano SNC.
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FIGURA 16. Analise por Western Blot utilizando anticorpo primario anti-ASS das
amostras obtidas por cromatografia de afinidade. Foram aplicados 5 pg do eluatos
da cromatografia de afinidade da FPM e da FPC de encéfalos de ratos na coluna
HiTrap-BPP-10c e eluidos com tamp&o contendo glicina 100 mM e NaCl 0,5 M. Linha
M — marcador de peso molecular; linha 1 — FPM e linha 2 — FPC. (FPC — fragéo
protéica citosolica; FPM — fracdo protéica de membrana).
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4.6. Producdo de NO induzida pelo BPP-10c
4.6.1. Quantificacdo de NO no cérebro deratosWistar e SHRs

A ASS € a enzima passo limitante de reacfes acopladas para o fornecimento de
L-arginina para a NO sintase (NOS). O BPP-10c modula positivamente a atividade da
ASSinvitro ein vivo, o que reflete em um aumento na concentracdo de L-arginina para
o consumo da NOS e conseguientemente levando a um aumento na producdo de NO
(Guerreiro et a., 2009).

Para validar a interagdo in vivo do BPP-10c com a ASS no SNC foi avaliada a
producdo de NO em cérebro total de SHRs e ratos Wigtar tratados com salina ou
71nmol/Kg de BPP-10c. Nesse experimento, os ratos Wistar foram utilizados como
controle, visto que o BPP-10c ndo tem efeito anti-hipertensivo em ratos normotensos.
Os parémetros cardiovasculares dos SHRs foram monitorados por 6h e somente o0s
animais que tiveram queda significativa na pressdo arterial média (PAM) (D PAM > -15
mmHg) foram sacrificados para coleta dos cérebros para medida de NO.

Os cérebros de todos 0s animais analisados apresentaram as mesmas quantidades
de NO por grama de tecido. N&o se observou diferenca na producéo de NO entre ratos
Wistar tratados com salina ou com BPP-10c, entre os SHRs tratados com salina ou com
BPP-10c, nem diferenca entre ratos Wistar e SHR (Figura 17). Os valores sd0 expressos
pela concentracéo de NO (nitrato mais nitrito) por grama de tecido analisado e o teste

estatistico foi realizado por andlise de variancia (ANOVA).
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FIGURA 17. Concentracéo de NO em cérebro de ratos Wistar e SHRs tratados
com BPP-10c. Os cérebros de ratos Wistar e SHRs foram coletados 6 h apds a injecdo
endovenosa de 71 nmol/kg de BPP-10c. A concentracdo de nitrato e nitrito (NOy) foi
determinada no cérebro dos animais tratados e controle normalizada por grama de
tecido (n=3).

4.6.2. Efeito do BPP-10c na producéo de NO em cultura de células neuronais

Para validar a acdo do BPP-10c na producdo de NO em células do SNC,
avaliamos a producdo de NO induzida por esse peptideo em cultura de células primarias
de neurdnios (Neu-W) e de células de neuroblastoma humano (SK-N-AS).

Os testes foram realizados incubando concentracdes crescentes de BPP-10c na
cultura de SK-N-AS (10°células/poco) por 24 h. Estes testes demonstraram que o BPP-
10c pode induzir um aumento na producdo de NO, observado através das medidas de
concentracdo de nitrito e nitrato intracelular e extracelular. Quando as células SK-N-AS
foram tratadas com 0,01-100 mM de BPP-10c, a concentracdo de NO intracelular e
extracelular mostrou um aumento dose dependente, cujo pico maximo foi entre 0,1-1
nmM BPP-10c (Figura 18). O tratamento concomitante de células SK-N-AS com 1M de
BPP-10c e 1mM de N(omega)-nitro-L-arginina metil éster, (L-NAME), um inibidor da
NOS (Petrovi¢ et d.,2008), ou 1ImM de o-metil-DL-&cido aspartico (MDLA), um

inibidor especifico da ASS (Shen et al.,2005), completamente aboliu o efeito do BPP-
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10c na producéo de NO, além disso o BPP-10c-invertido, sintetizado do C- para o N-

terminal ndo interferiu na producéo de NO por essas células (Figura 19).
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FIGURA 18. Relacdo dose-resposta do BPP-10c na producédo de NO por células
neuronais. A producdo de NO em células SK-N-AS foi medida na presenca de
concentragdes crescentes do BPP-10c incubado por 24h. Os valores obtidos foram
normalizados em relacdo a producdo de NO basal das células SK-N-AS. Os dados
mostrados (média + desvio padrdo) sdo representativos de quatro experimentos.
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FIGURA 19. Producdo de NO por células neuronais induzidas pelo BPP-10c. A
producdo de NO em células SK-N-AS foi medida na auséncia de qualquer composto
(basal) na presenca de 1mM do BPP-10c (BPP-10c), 1mM do BPP-10c-invertido (BPP-
10c-invertido), ImM de MDLA + 1mM de BPP-10c (M DL A+BPP-10c) ou 1mM de L-
NAME + 1 nM de BPP-10c (L-NAME + BPP-10c) incubado por 24h. Os valores
obtidos foram normalizados em relacdo a producdo de NO basal das células SK-N-AS.
Os dados mostrados (média = S.D) sao representativos de quatro experimentos.

Foram realizados ainda experimentos com o intuito de avaliar a producéo de NO
induzida pelo BPP-10c em células de cultura primaria de cérebro total de ratos Wistar e
SHRs. Para isso, as células foram incubadas com 1nM de BPP-10c por 24 h. Os
resultados mostraram que a producdo de NO apresentou um aumento de
aproximadamente 100% na presenca do BPP-10c, tanto nas células do SNC de ratos

normotensos como dos hipertensos (Figura 20).
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FIGURA 20. Comparacao da producéo de NO por células de cultura primaria do
SNC de ratos normotensos e hipertensos induzida pelo BPP-10c. Cerca de 1X10°
células de cultura priméria de neurénios e glias de ratos neonatos Wistar (Neu-W) e
SHRs (Neu-SHR) foram incubadas por 24h em DMEM sem soro na presenga ou
auséncia de 1mM de BPP-10c. A concentragcdo de NOy foi determinada no meio
intracelular e extracelular. Os valores correspondem a medidas de NOy total de células
controle (auséncia de BPP-10c) normalizados para 100%. Os dados mostrados (média +
desvio padréo) sdo representativos de quatro experimentos. Andlise de variancia
(ANOVA) seguido do teste Student-Newman-Keuls *=p<0,01 em relagdo ao controle.

Através de medidas de NOy total produzido por células Neu-W na presenca de
quelante de Ca’* extracelular (EGTA) ou intracelular (BAPTA) foi verificado que tanto
0 Ca™ extracelular como o Ca’* dos estoques intracelulares sd0 importantes para a
producdo de NO induzida pelo BPP-10c, indicando a participacdo das NOS Ca*'-
dependente constitutivas nesse metabolismo (Figura 21). O aumento da producéo de
NO pelo BPP-10c, assim como as elevacdes nos transientes da [Ca?*]; induzida por esse
peptideo, ndo deve envolver a ativacdo do receptor B2 de cininas nem receptor a-2
adrenérgico, visto que o antagonistas desses receptores HOE-140 e yohimbine,
respectivamente ndo interferiram na producéo de NO induzida pelo BPP-10c (Figura

21).
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FIGURA 21. Producdo de NO total induzida pelo BPP-10c em células Neu-W. A
producdo de NO induzida por 1 uM de BPP-10c foi inibida pela pré-incubacdo com
10mM de BAPTA (quelante de Ca’* intracelular) ou 5mM de EGTA (quelante de Ca®*
extracelular) por 30 ou 5 min, respectivamente. A participagdo do receptor B2 de
bradicinica e a-2 adrenérgico foi estudada por pré-incubacéo das células por 30min com
1mM Hoe-140 e 250nM yohimbine, respectivamente. Os dados mostrados (média +
desvio padrdo) sdo representativos de cinco experimentos. Analise de variancia
(ANOVA) seguido do teste Student-Newman-Keuls *=p<0,01 em relagdo ao controle.

4.6.3. A elevacdo da [Ca®™]; e a producdo de NO induzida pelo BPP-10c nédo sio
neur otoxicos

O Ca®* é um segundo mensageiro envolvido em vérios processos celulares,
inclusive na inducdo da apoptose (Kass e Orrenius, 1999). Além disso, o NO quando
produzido em excesso também pode se tornar nocivo, se a célula estd num estado pro-
oxidante, pode sofrer reacBes de oxi-reducdo para formar compostos toxicos (por
exemplo, peroxinitrito) que causam dano celular (Calabrese et al., 2007). Como o BPP-
10c é capaz de mobilizar a [Ca*]; e aumentar a producdo de NO, a viabilidade das
células neuronais tratadas com BPP-10c foi avaliada. Os experimentos de avaliacéo da
viabilidade celular na presencade 1 mM de BPP-10c foram realizados por incubacéo das

células Neu-W por 24 h em meio com ou sem soro. Em ambas condicfes, as células
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Neu-W permaneceram viaveis, 87 £ 7% e 95,3 + 4,3% comparadas com células ndo

tratadas em meio sem soro e com soro, respectivamente (Figura 22).
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FIGURA 22. Ensaio de viabilidade de células Neu-W tratadas com BPP-10c. A
determinacéo da percentagem de células viaveis por microfluorimetria foi realizada
apos a incubacdo das células Neu-W por 24 h na presenca ou auséncia de BPP-10c em
meio com ou sem soro. Os dados representam a porcentagem da média em relacdo aos
controles e os respectivos desvios padréo de oito experimentos independentes.

4.7. Internalizacdo do BPP-10c em células neuronais

Tanto a ASS como a sinapsing, que sdo proteinas que apresentam afinidade pelo
BPP-10c in vitro, sdo proteinas intracelulares. Para que o BPP-10c possa se ligar a essas
moléculas no SNC e modular suas atividades, é necessario que esse peptideo seja
internalizado nas células neuronais. A internalizacdo do BPP-10c conjugado com Cy3,
grupamento fluorescente, foi monitorado ex vivo por microscopia de fluorescéncia para
observar alocalizacdo do peptideo no interior de células Neu-W e SK-N-AS.

A presenca do BPP-10c conjugado ao Cy3 foi observado no interior das células
SK-N-AS (Figura 23) e Neu-W (Figura 24), enquanto essa fluorescéncia citoplasmatica
ndo foi verificada nas células tratadas somente com o Cy3 livre. Apos a adicdo do BPP-

10c conjugado com Cy3 a cultura, a fluorescéncia pdde ser visualizada no citoplasma
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das células das duas linhagens testadas, ndo apresentando qualquer localizacdo
especifica em organelas. O perfil de distribuicdo e localizacdo do peptideo nas duas
células foi semelhante, sendo que particularmente nas células SK-N-AS, aém da
internalizacdo evidente do peptideo marcado, parte do BPP-10c conjugado com o Cy3

se manteve ligado a membrana plasmatica da célula mesmo ap0Os exaustivas trocas do

meio, indicando sua aligagdo com um receptor de membrana (Figura 23).

B

FIGURA 23. BPP-10c € internalizado por células SK-N-AS. As células foram
incubadas com 1 mM de Cy3-BPP-10c por 30 min a 37°C e analizadas por microscopia
de fluorescéncia. As figuras séo representativas de 3 experimentos independentes. A.
Contraste de fase de células SK-N-AS tratadas com Cy3-BPP-10c. B. Fluorescéncia do
Cy3-BPP-10c.
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FIGURA 24. Co-localizacdo do Cy3-BPP-10c e da ASS (FITC) em células Neu-W
A. Contraste de fase de células Neu-W tratadas com Cy3-BPP-10c. B. Fluorescéncia do
DAPI - marcagdo nuclear. C. Fluorescéncia do Cy3-BPP-10c. D. Fluorescéncia do
FITC (anti-ASS). E. Sobreposicao das imagens dos quadros A, B, C e D.

4.8. BPP-10c regula a expressdo da ASS eeNOSno SNC de SHRs

Os BPPs produzem uma queda na PAM somente em SHR adultos, com
caracteristica bifasica, isto € na primeira hora apés a injecdo ha uma reducdo moderada
(efeito agudo), e apo6s duas a trés uma maior e prolongada queda na pressao arterial
média (efeito tardio) (lanzer et al., 2007) indicando o envolvimento da regulacéo génica
naresposta tardia.

Por isso, foram analisados os niveis de expressdo da ASS, eNOS e nNOS de

cérebros de SHRs tratados endovenosamente, com salina (controle) ou BPP-10c. A
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quantificagcdo dos transcritos por PCR em tempo rea utilizando oligonucleotideos
especificos para cada gene revelou que o BPP-10c influencia na expressao génica de
proteinas que estdo envolvidas na producdo de NO. O BPP-10c induziu o aumento da
expressdo de ASS e eNOS nos cérebros de SHRs de 2,23+0,78 e 1,89+0,34 vezes,
respectivamente, em relacdo aos cérebros dos animais controle, enquanto gque os niveis
da expressdo génica de nNOS no cérebro de SHRs tratados ndo foram

significativamente diferentes comparado com o grupo controle (Figura 25).
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+ 4 mEPP-10c

|
:

AsS eNOS nNOS

FIGURA 25. Regulacdo da expressdo da ASS, eNOS e nNOS em cérebros de SHRs
tratados com BPP-10c. Os cérebros de SHRs foram coletados 6 h apds a injecéo
endovenosa de 71 nmol/kg de BPP-10c. O nivel de expressdo da ASS, eNOS e nNOS
nos cérebros de SHRs tratados com BPP-10c foi determinado por qunatificacdo dos
transcristos por PCR em tempo real utilizando o método de quantificagdo relativa (RQ)
a0 nivel de expressdo nos cérebros de SHRs controle (tratados com salind). Os dados
representam a média + desvio padréo (n=4). Andlise de varidncia (ANOV A) seguido do
teste Student-Newman-Keuls *=p<0,01.
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4.9. BPP-10c induz liberacdo de transmissores em células neuronais

O Ca?*, como segundo mensageiro universal, além de participar da ativacéo de
enzimas, controle da expressdo génica, também esta envolvido no processo de exocitose
para a liberacdo de neurotransmissores. A identificagdo da sinapsina (fosfoproteina
associada a vesiculas pré-sinpticas, envolvida na formagdo das sinapses e regulacéo da
liberacdo de neurotransmissores) (Greengard et a., 1993; Jovanovic et a., 1996) como
proteina ligante do BPP-10c, sugere que esse peptideo possa estar envolvido na
liberagdo de neurotransmissores. Por isso, a liberagdo de neurotransmissores
aminoécidos excitatérios, aspartato e glutamato; e inibitérios, glicina e GABA foi
avaliada em células Neu-W. Cerca de 3X10° células foram cultivadas em placas de 60
mm de didmetro e incubadas por 3 min a 37°C na auséncia (basal) ou presenca de 1mv
BPP-10c. Conforme mostrado na figura 26, a presenca de BPP-10c ndo aumentou a
liberacdo de glicina pelas células Neu-W (122,26 + 6,11 nmol/placa) comparado com a
liberacdo basal (117,70 £ 5,85 nmol/placa). Entretanto, aumentou significativamente a
liberacdo de GABA, de 24,52 + 1,23 nmol/placa para 65,00 + 3,25 nmol/placa. Além
disso, observamos que o BPP-10c induziu a liberacdo de glutamato de 1,84 + 0,09
nmol/placa para 2,67 + 0,65 nmol/placa. Nesse experimento ndo foi possivel detectatar
a liberacdo de aspartato, nem por estimulagdo com BPP-10c (Figura 27) nem por
despolarizacio das células com altas concentragdes (50mM) de K* (dados n&o

apresentados).
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FIGURA 26. Efeito do BPP-10c sobre a liberacdo de neurotransmissores
inibitorios por células neuronais. O ensaio de liberagdo de neurotransmissores
aminoécidos (glicina e GABA) foram realizados usando 3X10° células de cérebro de
ratos Wistar neonatos (Neu-W) depois de 10-15 dias em cultura. A quantidade basal de
glicina e GABA liberadas pelas células Neu-W e apds adicdo de 1mM de BPP-10c por
3min foram determinadas por HPLC conforme descrito na se¢do de Materiais e
Métodos. Os dados representam a média + desvio padréo (n=2). Andlise estatistica foi
realizada pelo teste t de Student. p<0,01* em relacdo ao basal.
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FIGURA 27. Efeito do BPP-10c sobre a liberacdo de neurotransmissores
excitatorios por células neuronais. O ensaio de liberagdo de neurotransmissores
aminoécidos (aspartato e glutamato) foram realizados usando 3X10° células de cérebro
de ratos Wistar neonatos (Neu-W) depois de 10-15 dias em cultura. A quantidade basal
de aspartato e glutamato liberadas pelas células Neu-W e apds adicéo de 1nM de BPP-
10c por 3min foram determinadas por HPLC conforme descrito na secéo de Materiais e
Métodos. Os dados representam a média + desvio padréo (n=4). Andlise estatistica foi
realizada pelo teste t de Student. p<0,05* em relacéo ao basal.
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4.10. Aumento da sensibilidade do barorreflexo induzido pelo BPP-10c

A super-expressao de eNOS, em cérebros de ratos hipertensos leva a um
aumento da sensibilidade do barorreflexo, seguido de reducéo da pressdo arterial média
e diminuicdo da freqiiéncia cardiaca que deve ser devido a participacdo da liberacdo de
GABA induzida pelo NO (Kishi et al., 2001; Kishi et al., 2003). Considerando que as
mudancas na pressdo arterial média promovida pelo BPP-10c em SHRs sdo seguidas de
uma significativa reducéo na freqiiéncia cardiaca (lanzer et al.,2007) e que, além disso,
h& um aumento significativo da expressdo da eNOS em cérebros de SHRs tratados com
BPP-10c e aumento da liberacdo de GABA por células neuronais tratadas com esse
peptideo, a sensibilidade barorreflexa desses animais foi avaliada.

A sensibilidade do barorreflexo de SHRs foi avaliada em trés momentos,
tempo:0, 1 e 4h apds da administracdo endovenosa do BPP-10c. Em acordo com a
literatura a sensibilidade barorreflexa do SHR sem tratamento (tempo = 0) foi de -
0,54+0,01 bpm/mmHg (Krieger et al., 2001). Ap6s 1 e 4h do tratamento do BPP-10c, a
sensibilidade barorreflexa dos SHRs aumentou significativamente para -0,73+0,03 e -

0,90+0,03 bpm/mmHg, respectivamente (Figura 28).
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FIGURA 28. Sensibilidade do barorreflexo de SHRs tratados com BPP-10c. A
curva controle representa a sensibilidade barorreflexa basal de SHRs, a curva 1h e 4h
apos BPP-10c representa a sensibilidade barorreflexa de SHRs apos 1h e 4h da
administracdo endovenosa de 71nmol/kg de BPP-10c. Os coeficientes angulares para a
freqliéncia cardiaca durante a diminuicdo da pressdo arterial média (PAM) induzida por
diferentes doses de nitroprussiato de sodio permaneceram inalterados mesmo apos o
tratamento com BPP-10c e foram significativamente reduzidos comparados com a
sensibilidade basal durante o aumento da PAM induzido por diferentes doses de
fenilefrina (n=5). Andlise de varidncia (ANOVA) seguido do teste Student-Newman-
Keuls *=p<0,01.

4.11. Medidadireta da atividade do nervo simpatico renal

Sabemos que o BPP-10c, além de inibir eficientemente a atividade enzimética da
ECA, é capaz ainda de mobilizar o Ca®* intracelular e de aumentar a producéo de NO
em células Neu-W. O NO no SNC esta envolvido com a regulacdo vascular que tem

sido atribuida a sua capacidade de inibir a atividade do sistema nervoso auténomo
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simpatico (Patel et al., 2001). Dessa maneira, realizamos medidas diretas de descarga do
nervo simpético renal de SHRs anestesiados, para avaliacéo da atividade auténoma
simpéatica desses animais tratados com BPP-10c. Os resultados mostraram que o BPP-
10c ndo produziu efeito nem na presséo arterial nem na atividade do nervo simpatico
renal em SHRs anestesiados (Figura 29), indicando uma possivel interferéncia da

anestesia na atividade do BPP-10c.
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FIGURA 29. Atividade do nervo simpatico renal e da pressdo arterial média de
SHRs anestesiados tratados BPP-10c. Atividade do nervo simpético renal (RSNA) e a
pressdo arterial média (PAM) foram avaliadas em SHRs anestesiados com uretana,
antes (basal) e apds a administracdo endovenosa de 71nmol/kg de BPP-10c. Os dados
foram comparados com RSNA e PAM basal de cada animal em cinco experimentos
independentes. Os dados representam a média + desvio padréo.

4.12. Efeito dainjecao central do BPP-10c

Seguindo a sugestéo que o BPP-10c pode ter um efeito central, os parametros
cardiovasculares (PAM e FC) foram registrados apés injegdes do BPP-10c no ventriculo
lateral direito ou esquerdo de ratos Wistar e SHR. Nesses ensaios, as doses de 140, 1,4,
0,7 nmol/Kg de BPP-10c em SHRs, e a dose de 140nmol/kg em ratos Wistar foram
utilizadas. A injecdo do mesmo volume de salina foi utilizada nos animais controle

(Wistar e SHR).
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Os resultados mostraram gque a administracéo intracerebroventricular do BPP-
10c produziu efeito na pressdo arterial somente de SHRs, similarmente ao efeito
observado para a administracdo endovenosa, no entanto a queda da fregiiéncia cardiaca
ocorreu em todos os grupos. ratos Wistar e SHRs, controles ou tratados com BPP-10c.
Além disso, em SHRs foi observada uma resposta tardia que se iniciou
aproximadamente 3 h apds a administracdo icv do BPP-10c. A dose de 0,7 nmol/kg

produziu o melhor efeito na PAM e FC (Figura 30).
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FIGURA 30. Parametros cardiovasculares de ratos Wistar e SHRs acordados apés
a injecdo central do BPP-10c. A e B. Pressdo arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC) de SHRs, respectivamente, apés injecdo central de 140, 1,4 e 0,7 nmol/kg
ou sadlina. C e D. Pressdo arterial média (PAM) e freqiiéncia cardiaca (FC) de ratos
Wistar, respectivamente, ap0s injecdo central de 140 nmol/kg de BPP-10c ou salina

(n=5).
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5.D1 SCUSSAO
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5.1. Mecanismo deinducéo da sinalizacio de Ca®* pelo BPP-10c

O trabalho de lanzer et al., 2007 tornou evidente que a agao anti-hipertensiva do
BPP-10c exercida em SHR n&o poderia ser explicada pela inibicdo da ECA, conforme
sugerido e amplamente aceito a partir da descoberta dos peptideos ricos em residuos de
prolina da Bothrops jararaca (Ferreira et al;. 1970a). Recentemente demonstramos que
a ASS, enzima passo limitante na biossintese de L-arginina, participa ativamente das
acOes cardiovasculares do BPP-10c, fornecendo o substrato para a liberagcéo de NO pelo
endotélio vascular (Guerreiro et al., 2009). Entretanto, a acdo anti-hipertensiva desse
peptideo parecia também envolver um controle por mecanismos centrais e o trabalho
aqui apresentado confirma essa sugestéo.

Baseado nessa hipétese, células de cultura primaria de cérebros de ratos (células
Neu-W) foram utilizadas como modelo in vitro para avaliar os efeitos do BPP-10c sobre
a [Ca®]i. O Ca®* é um importante segundo mensageiro no SNC, controlando quase
todos os processos celulares, incluindo regulagéo da expressdo génica, transmissdo de
sinal e liberagdo de neurotransmissores. Os dados apresentados nesse trabalho indicam
que o BPP-10c é capaz de induzir elevacdes transientes na [Ca’']; em células neuronais,
mas ndo em células gliais. A andlise dos picos de resposta de [Ca?*]; induzida por vérias
concentragbes de BPP-10c revelou uma curva dose-resposta em forma de sino,
possivelmente causada por uma imediata dessensitivacdo de seu receptor a altas
concentractes do agonista (Bernadini et al., 1989; Tateyama e Kubo, 2006), ha ainda a
possibilidade de outros mecanismos de regulagdo intrinseca estarem envolvidos na
resposta do BPP-10c, como por exemplo, a regulacdo dos canais de Ca?* dos estoques
intracelulares (canais ativados por 1P; e sensiveis a rianodina) pelo o influxo primério
de C&®* promovido pelo BPP-10c, que envolve também canais de Ca®* dependentes de

voltagem presentes na membrana plasmética (Bootman e Lipp, 1999).
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Os BPPs de serpentes sdo caracterizados pelo alto contelido de residuos de
prolina e um residuo piroglutamico na porcdo N-terminal do peptideo. Além disso, 0
motivo Pro-X-lle-Pro-Pro estd sempre presente na porcdo C-terminal dos BPPs
compostos por mais de oito residuos de aminoacidos (lanzer et al., 2004; Gomes et al. ,
2007; Menin et a., 2008). No entanto, recentes evidéncias indicaram que ndo ha uma
clararelacdo sequéncia X atividade definindo a atividade biolédgica dos BPPs, ja que um
residuo piroglutdmico na por¢do N-terminal e o alto conteldo de residuos de Pro na
sequéncia dos BPPs ndo foram suficientes para correlacionar a atividade de potenciagcéo
do efeito da BK com suas sequéncias de aminoacidos. Alguns peptideos com
caracteristicas estruturais de BPPs ndo foram capazes de potenciar o efeito contrétil da
BK em musculo liso de ileo isolado de cobaia, nem potenciar o efeito hipotensivo da
BK em ratos anestesiados (Gomes et al., 2007). Mostramos que todos os residuos de
aminoécidos que formam esse motivo sdo relevantes para eficiéncia do BPP-10c na
inducdo de transientes de [Ca’*];, visto que foi observada uma perda significativa (cerca
de 50%) da sua atividade biolégica na inducdo de fluxos de Ca** quando os residuos Ile
ou Pro do peptideo foram substituidos por aanina. Além disso, a atividade do BPP-10c
depende da seqiiéncia de seus aminoécidos, e ndo somente da sua composicdo, pois 0
peptideo invertido com a mesma composi¢cao de aminodcidos, sintetizados em ordem
invertida, ndo apresentou nenhum efeito da mobilizacdo da [C&?*]; em células Neu-W.
No entanto, o peptideo truncado faltando os trés primeiros aminoacidos na por¢cdo N-
terminal, bem como o peptideo embaralhado com os cinco residuos amino-terminal fora
de ordem, ndo revelou nenhuma reducdo da atividade bioldgica quando comparados ao
BPP-10c, sugerindo que a capacidade do BPP-10c [<ENWPHPQIPP] em induzir

respostas de [Ca’*]; ndo deve depender da seqiiéncia N-terminal do peptideo.
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Ficou evidente, portanto, que a sequiéncia [P-X-P-X-I-P-P] é fundamental parao
efeito de mobilizagdo de Ca’* intracelular. Curiosamente, hé na literatura numerosos
trabalhos relacionando a seqiiéncia [I-P-P] ao efeito anti-hipertensivo, que tem sido
relacionado a atividade inibitoria da ECA. Muitos desses trabalhos foram derivados de
estudos da hidrélise da caseina ou fermentacdo do leite e deram origem a numerosas
publicacbes (Hirota et al.,2007; Engberink et al., 2008), cujas informacbes foram
protegidas por patentes (WO02000/42066; W0O2004/098309; WO2006/084573). No
entanto, nosso grupo demonstrou que o efeito anti-hipertensivo dos BPPs é
independente da acdo inibitdria sobre e ECA (lanzer et al., 2007) e sugere um novo
mecanismo de acdo para esses peptideos ainda ndo explorado pela industria
farmacéutica. A descricdo do(s) novo(s) alvo(s) e das possiveis aplicaces terapéuticas
esta protegida na patente WO2007/079558. Apesar disso, esse trabalho teve como
objetivo detahar algumas das informacgOes contidas nessa patente para o melhor
entendimento do mecanismo de agdo central do BPP-10c.

Sabendo que o BPP-10c induz a mobilizagéo de Ca* intracelular, verificamos
que o aumento da [Ca?']; induzido por esse peptideo foi mediado pelo influxo de Ca?*
extracelular, seguido pela liberacdo de C&* dos estoques intracelulares sensiveis a
rianodina, mecanismo conhecido como CICR, no qual o C&" citoplasmético ativa a
liberacdo de Ca®* dos estoques intracelulares através da abertura de canais presentes na
membrana de organelas de reserva de Ca?*. O mecanismo de CICR pode ser proposto
para 0 BPP-10c, visto que, a inibicdo da PLC-b n&o interferiu no aumento da [Ca?"];
induzido por esse peptideo, indicando que a formagdo de I1P; ndo deve participar da via
de sinalizagcdo do BPP-10c, similarmente a0 mecanismo observado para elevacoes
transientes de [Ca’*]; mediadas por receptor nicotinico de acetilcolina em células P19

diferenciadas a neurénios (Resende et a., 2008). Apesar disso, 0 BPP-10c parece ainda
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depender de um receptor acoplado a proteina Gy, para promover o influxo de Ca?*
primério, pois sua atividade € significativamente reduzida na presenca de toxina
pertussis.

Varios mecanismos envolvendo proteinas G heterodiméricas na modulagcdo de
fluxo de Ca?* em células de origem neuronal e neuroenddcrina tém sido descritos. Em
Muitos casos, a ativacdo da proteina G, foi associada a inibicdo da atividade de canais
de Ca®* (Hescheler e Schultz, 1994). No entanto, nossos resultados indicam que a
transducéo de sinal induzida pelo BPP-10c em células neuronais levou a uma ativacéo
de canais de Ca®* mediada por proteinas Gy, que promoveu influxo de Ca®* primério
ativando canais das reservas intracelulares, caracterizando o CICR para elevagdo na
[Ca’]i. Embora a atividade da proteina Gy, seja geralmente conhecida diminuir a
atividade de canais de Ca?* (Strock e Diversé-Pierluissi, 2004), a regulagdo positiva da
atividade de canais de C&* também tem sido sugerida por outros receptores
metabotropicos, assim como o receptor do fator de crescimento encefdico “head-
activator” em células duplo hibrido de neuroblastoma e glioma, o receptor Orfao
recombinante GPR 37 em células COS-7 e o receptor do horménio liberador de
tirotropina (TRH) em células pituitérias (Gollasch et al., 1993; Ulrich et al., 1996;
Rezgaoui et al., 2006).

Como conseqiiéncia, a ativagdo da proteina Gjj, resulta em inibicdo da atividade
da adenilato ciclase e reducdo da concentragdo de AMP; intracelular. A transducdo de
sinal induzida pelo BPP-10c, que € possivelmente mediada por um receptor com sete
porgdes transmembrana acoplado a proteina G sensivel a toxina pertussis envolveu além
de um aumento da [Ca®"];, ainibicdo da producéo de AMP,. Essa atividade inibitéria do
BPP-10c sobre o acimulo de AMP, promovido pela forskolina corrobora com a

hip6tese do receptor parao BPP-10c ser acoplado a uma proteina Gi, (Simonds et a.,
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1989). Dessa maneira, os dados obtidos das medidas de mudancas na[Ca']; e producéo
de AMP; na presenca de BPP-10c sugere como mecanismo de transducéo de sinal, a
estimulagdo de um receptor metabotrdpico acoplado a proteina Gijp que ativa um canal
de Ca?* na membrana plasmética seguido por uma CICR (Figura 31).

Nossos resultados mostraram que o BPP-10c deve agir seletivamente em células
neuronais. As elevacdes da [Ca*]; apbs a estimulacdo com BPP-10c observadas em
cultura de células Neu-W, composta majoritariamente de neurbnios, mas ainda com
presenca de glia, também foram observadas em células de neuroblastoma (SK-N-AS),
no entanto, ndo foram observadas em células de origem glial (C6). Resultados similares
foram obtidos em ensaios de ELISA por determinagdo da concentracdo de AMP.
intracelular, no qual uma significativa inibicdo pelo BPP-10c na producdo de AMP.
induzida pela forskolina ocorreu somente em células Neu-W, indicando a que a
sinalizagdo intracelular induzida pelo BPP-10c deve ocorrer preferencialmente em
neuronios.

BPP-10c
:
v

receptor canal de Ca?

Meio extracelular

A A
- CICR
RyR citoplasma

FIGURA 31. Sugestdo da via de transducéo de sinal induzida pelo BPP-10c. O
BPP-10c ativa um receptor transmembranico acoplado a proteina Gjj,, resultando na
inibicdo da adenilato ciclase (AC) e na ativacdo de um canal de Ca®* presente na
membrana plasmética. O influxo de Ca®* promove a liberagdo de Ca?* induzido por
Ca’* (CICR) por ativagdo de estoques de Ca®* sensiveis a rianodina
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Apesar do BPP-10c ser um excelente inibidor da ECA, sabe-se que a atividade
de potenciagdo do efeito hipotensivo da BK pelos BPPs ndo pode ser inteiramente
explicada pela inibicdo dessa enzima (lanzer et al.,2007). Mueller e colaboradores
sugeriram que a potenciacéo das agdes da BK poderia ser devido a um efeito direto nos
receptores de cininas (Mueller et al., 2006). Nossos resultados indicam que a sinalizagéo
de C&®* induzida pelo BPP-10c é independente tanto do receptor B2 como do receptor
B1 de cininas. Os agonistas desses receptores, assim como a BK e des-Arg®BK,
mobilizam Ca?* dos estoques intracelulares por ativacdo da PLC-b, resultando na
produco de IP; e liberagdo de Ca?* das reservas intracelulares (Tiwari et al., 2005). No
entanto, o BPP-10c induz fluxos de Ca?* por um mecanismo diferente dos transientes de
[C&?"]; induzidos pela BK, ja que ndo envolve a ativacdo de PLC-b, mas a participagio
do influxo de Ca?*. Embora o BPP-10c seja um peptideo potenciador de algumas actes
farmacoldgicas da BK, como consequéncia da inibicdo da ECA, nossos resultados
mostraram claramente que esse peptideo tem uma acdo farmacoldgica intrinseca através
do influxo e mobilizacdo intracelular de Ca®* ndo induzida pela BK em células
neuronais, indicando que a inducdo da via de sinalizacdo do BPP-10c também é
independente da inibicdo da ECA. Corrobora essa afirmacéo o fato do captopril ndo
afetar os niveis de [Ca?*]; dessas células.

Com o objetivo de identificar um receptor putativo que o BPP-10c interage,
resolvemos avaliar a capacidade desse peptideo em aumentar [Ca®']i na presenca de
antagonistas de receptores metabotropicos, na tentativa de relacionar os resultados in
vitro com o efeito anti-hipertensivo observado in vivo. Nestes testes, utilizamos
antagonistas dos receptores B1 e B2 de cininas, a2-adrenérgico e de glutamato, pois sdo
receptores sabidamente envolvidos no controle da pressdo arterial, vasodilatacéo e

producéo de NO (Mathis et al., 1996; Gordon e Sved, 2002; Kanagy, 2005). Foi
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observado que mesmo na presenca desses inibidores o BPP-10c continuou promovendo
elevacbes da [Ca’']; sem alteracdo significativa quando comparada com o controle
(Figura 13). Além disso, foram testados muitos outros GPCRs com possibilidades de ser
o0 receptor do BPP-10c, por estarem envolvidos no controle da hipertensdo, producéo de
NO e vasodilatagdo. No entanto, o BPP-10c n&o foi capaz de se ligar especificamente no
sitio de ligacao de agonistas de nenhum dos receptores testados.

Com esses resultados, podemos pensar em duas hip6teses para explicar a
capacidade do BPP-10c promover o aumento da [Ca’']; através da ativacdo de um
GPCR. A primeira delas seria que o BPP-10c interage em um sitio alostérico de um
receptor putativo, ou seja, esse peptideo interage com uma regido distinta do sitio de
interacdo do agonista endégeno, podendo explicar sua atividade de mobilizacdo de
[Ca’"];, apesar do teste com radioligantes serem negativos para todos os receptores
tetados. E a segunda hip6tese seria que o BPP-10c teria como alvo um receptor
desconhecido, simplesmente porque entre os conhecidos ainda ndo foi testado ou por se
tratar de um receptor Orfdo. E descrito na literatura que uma grande quantidade GPCRs
identificados por técnicas de Biologia Molecular baseado nas seqliéncias génicas, que
ndo possuem um ligante funcional conhecido, por isso sd0 chamados de receptores
orféos (Pierce et al., 2002; Minami e Uezono, 2006). Os receptores 6rfaos tém se
tornado um importante alvo de estudo devido ao grande potencial terapéutico.

5.2. Argininosuccinato sintase e sinapsina como alvos putativos do BPP-10c no
SNC

A argininosuccinato sintase (ASS) € uma enzima passo limitante de reactes
acopladas para o fornecimento de L-arginina para a NO sintase (NOS) e subseguiente
producéo de NO, e foi caracterizada como alvo renal do BPP-10c (Guerreiro et al.,

2009). Essa enzima foi também identificada nos homogenatos protéicos de encéfalo
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apo6s cromatografia de afinidade para o BPP-10c imobilizado. Nossos experimentos
mostraram gque a ASS néo foi identificada como uma proteina majoritaria com afinidade
pelo BPP-10c, assim como ocorreu para os extratos renais (Guerreiro et al, 2009). Essa
identificacdo somente foi possivel através do uso de anticorpos especificos anti-ASS por
técnicas de Western blot. Possivelmente, a ASS néo foi identificada como a proteina
majoritéria do encéfalo com afinidade pelo BPP-10c, assim como ocorreu para 0s
extratos renais (Guerreiro et al., 2009), devido a diferenca nos niveis de expressdo dessa
enzima nos diferentes tecidos, ja que no cérebro de ratos adultos a expressao da ASS é
significativamente menor que a expressdo nos rins (Husson et al., 2003), o que nd&o
diminui aimportancia da interacdo do BPP-10c com essa enzimano SNC.

A ASS é amplamente distribuida por todo o cérebro e aparenta estar presente em
interneurénios indicando sua participacdo no sistema neuromodulatério (Nakamura et
al., 1991). Além disso, a ASS participa de processos inflamatérios e da resposta a
estresse oxidativo, essa enzima € super expressa, por exemplo, em células gliais
ativadas por citocinas ou agentes oxidantes (Rohl et al., 2008). Na doenca de
Alzheimer, as placas amilGides dentro do cérebro sdo rodeadas por células gliais
ativadas, algumas evidéncias sugerem que a placa amiléide esta criticamente envolvida
na indugdo da respogta inflamatoria, envolvendo a super expressdo da ASS e da NOS
em neurbnios e glias, como € observado em pacientes portadores da doenca de
Alzheimer comparado a individuos normais (Haas et al., 2002), para a remoc¢ao dessas
placas, caracterizando a participagdo da ASS também na neuroprotecéo (Chaudhuri et
al., 1994).

Por outro lado, a anadlise por espectrometria de massas das proteinas do SNC
com afinidade pelo BPP-10c revelou a sinapsina como potencial proteina ligante do

BPP-10c no SNC (Figura 15 e Tabela 5). As sinapsinas sdo fosfoproteinas associadas a
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vesiculas pré-singpticas, envolvida na formagdo das sinapses e regulacdo da liberacdo de
neurotransmissores. Constituem uma familia de pelo menos cinco proteinas homologas
(sinapsinas la, Ib, 1la, Ilb, e 1l18). Todas as isoformas das sinapsinas exibem um alto
grau de homologia de seqliéncia nas regides amino-terminal (Figura 32).

Visto que, tanto isoforma | como a isoforma Il da sinapsina tiveram afinidade
pelo BPP-10c, pode-se sugerir que a interagdo do BPP-10c com a sinapsina ocorra em
dominios conservados do N-terminal dessa proteina. O fato daisoformalll ndo ter sido
identificada entre as proteinas com afinidade pelo BPP-10c ndo contraria essa hipotese
ja que isoformas | e Il representam 98% de todas as sinapsinas (Fernandez-Chacon e

Sudhof, 1999).

Synapsin la |a B c D E
Synapsin Ib |A B c B F
Synapsin lla iln. B c 6 H E
Synapsin lib |a B c G |
Synapsin Ill |a B c J| E

o 100 20 200 400 500 B0 oo

FIGURA 32. Estrutura das sinapsinas. Os dominios conservados das cinco isoformas
da singpsina sGo compostos pelos dominios A-C. Na regido C-terminal variavel,
dominio D rico em prolinas e glicinas é conservado para sinapsina la e Ib, o dominio G
rico em prolinas € conservado para as singpsinas Ilae llb, e o dominio E C-terminal esta4
presente nasinapsinala, l1a, elll. (John et al., 2007).

As sinagpsinas sd0 capazes de interagir com as vesiculas pré-sinapticas e o
citoesgueleto, através da actina (Greengard et a., 1987; Benfenati et al., 1992). Tanto a

actina como proteinas associadas as vesiculas pré-sindpticas ligadas a actina,
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principalmente as sinapsinas, sdo criticas para 0 acimulo de vesiculas pré-sinapticas
bem como para a regulacdo do tréfego e viabilidade da exocitose em neurbnios (Landis
et al. 1988; Hirokawa et a 1989; Bernstein e Bamburg 1989). A interacdo entre
singpsinas e mondmeros/filamentos de actina sdo mediadas predominantemente pelo
dominio C altamente conservado das sinapsinas que sdo modulados por fosforilactes
sitio-especificas da AMP.-dependente (PKA) e protefna quinase Ca®*/calmodulina
dependente 1l (CaMPK-11) (Greengard et a., 1993; Jovanovic et al., 2000). A
fosforilagdo da sinapsina diminui a sua interagdo com vesiculas pré-sinapticas e/ou
actina e promove a dissociacdo e transicdo das vesiculas pré-sindpticas do pool de
reserva para o pool de liberagdo (Onofri et al., 2007), entéo regulando a eficiéncia de
liberacdo de neurotransmissores e plasticidade sinaptica (Greengard et al 1993,

Jovanovic et al., 1996).

Além da sinapsina, a actinatambém foi identificada entre as proteinas retidas na
coluna HiTrap-BPP-10c. E necessario ressaltar que isto ndo significa necessariamente
gue o BPP-10c se ligue diretamente a actina, pois devemos lembrar que, em neurdnios,
asinapsina se liga a essa proteina. Portanto, € possivel que apés a interacdo da sinapsina
com o BPP-10c, os mondmeros de actina presentes nos homogenatos protéicos do
encéfalo ndo tenham se dissociado da sinapsina e dessa forma tenham sido co-eluidos.

Além de interagir com actina, a singpsina | interage com dominios SH3 da
tirosina quinase c-Src em vesiculas pré-singpticas. Os dominios SH3 sd0 modulos
multifuncionais, ndo cataliticos, que regulam uma variedade de processos celulares por
meio da formacdo e dissociacdo de interacBes especificas intra- e intermolecular
proteina-proteina. Esses dominios consistem de aproximadamente 60 residuos de

aminoécidos que apesar de diferencas na estrutura priméria, exibem a mesma topologia
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tridimensional e ligam com alta afinidade a sequiéncias de proteinas ricas em prolinas
cuja sequéncia consenso [ X-Pro-X-X-Pro], lembra o motivo molecular do BPP-10c.

A ligagdo da regido C-terminal rica em prolina da singpsina | a0 dominio SH3
das tirosinas quinases c-Src (McPherson et al., 1994; Onofri et al., 2000) leva a
estimulagdo da atividade c-Src associadas a vesiculas pré-singpticas. A demonstracéo
gue vesiculas pré-sindpticas depletadas de singpsina | tem uma marcante depressdo da
atividade tirosina quinase enddgena indicam que o nivel de fosforilacbes de tirosinas
depende da associacdo da singpsina | com a membrana de vesiculas pré-sinapticas.
Como a fosforilagdo da sinapsina | pela CAMPK-1I promove a sua dissociagéo das
vesiculas pré-sindpticas, a possibilidade existe que em concentrages basais de Ca’*, a
sinapsina | estegja ligada a vesiculas pré-singpticas e estimula atividade Src endogena,
enquanto que em altas concentragBes Ca®* intracelular, a atividade Src associada &
vesiculas pré-sindpticas esteja deprimida como conseqiiéncia da perda da sinapsina
(Torri Tarelli et a 1992; Pieribone et a., 1995). O envolvimento de tirosinas quinases
na modulacdo da liberacdo de neurotransmissores tem sido sugerido, visto que
inibidores de tirosina quinase aumentam a liberacdo de neurotransmissores Ca’'-
dependente. Embora o papel preciso da fosforilagdo de tirosinas na regulacédo da
exocitose ainda ndo esteja esclarecido, sugere-se que o efeito inibitério das tirosinas
quinases da familia c-Src na liberag@o de neurotransmissores de células neuronais, deva-
se a regulagdo da dindmica da actina do citoesqueleto. Assim como inibidores de
tirosinas quinases da familia Src, os inibidores da polimerizagdo de actina aumentam a
liberac&o de neurotransmissores (Turner et al., 1999).

A sinapsina pode também formar um complexo ternério com a NOS e CAPON
(Carboxy-terminal PDZ ligand of nNOS). A especificidade de reagdes do NO com alvos

neurais é determinado em parte pela localizagéo precisa da NOS dentro da célula. O
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direcionamento da NOS para nucleos discretos de neurénios € mediado por proteinas
adaptadoras. CAPON é uma proteina adaptadora da NOS que interage com sinapsinas |,
Il e Ill através da interacdo com o dominio N-terminal (fosfotirosing), que leva a
formacao desse complexo ternario. O possivel papel desse complexo é demonstrado por
mudancas na localizagdo subcelular da NOS em camundongos com delegcdes nos genes
da sinapsinal e 1, que sugere um mecanismo para agdes especificas do NO nos sitios
pré-sinapticos (Jaffrey et al., 2001).

Varios papéis da sinapsina tém sido comparados agueles da NOS no SNC.
Assim como a sinapsina, 0 NO tem sido localizado em terminais pré-singpticos no
citoesgueleto pré-sindptico, incluindo actina e microtibulos (Loesch et al., 1994), bem
como vesiculas sinapticas (Loesch et al., 1994). O NO tem multiplas fun¢bes dentro dos
neurénios, assim influenciando na liberacdo de neurotransmissores das vesiculas pré-
singpticas (Hirsch et al., 1993; Montague et al., 1994; Meffert et al.,1994).
Adicionalmente, camundongos com delecéo do gene da NOS apresenta um defeito na
arborizagdo dendritica (Inglis et al., 1998) que sdo similares aos defeitos encontrados
em camundongos com delecdo do gene da sinapsina |. Especula-se que os defeitos na
morfologia dendritica ou liberacdo de neurotransmissores em camundongos com
delecdo do gene da sinapsina | reflete o diminuido acesso da NOS aos sitios sinapticos
(Jaffrey et al., 2001).

Durante a uUltima década, tem sido demonstrado por varios autores que o NO
produzido centralmente participa da regulacdo do ténus simpatico para a periferia
(Haliser et al., 2005). A atividade do nervo simpético é aumentada pelo blogueio da
producdo de NO central ou diminuida pela aplicacdo local de doadores de NO em

nucleos discretos do cérebro (Vincent e Kimura, 1992). O aumento da atividade do
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nervo simpatico € freqlientemente associado com a hipertensdo e deve contribuir para a
patogénese e manutencdo da hipertensdo (Judy et a., 1976; Anderson et al.,1989).

5.3. Internalizacdo do BPP-10c em células neuronais e modulacéo da liberacdo
deNO

O BPP-10c é internalizado em células Neu-W e células de neuroblastoma
humano (SK-N-AS), onde pode entdo interagir tanto com a singpsina como a ASS, que
sdo proteinas intracelulares apresentando afinidade ou capacidade de interacdo com esse
peptideo.

A ASS é uma enzima que participa da via de reciclagem de L-arginina para
consumo da enzima NOS. Esta via envolve a participacéo de trés enzimas. a ASS, a
argininosuccinato liase (ASL) e a NOS. A atividade da ASS € considerada 0 passo
l[imitante da via de producdo de NO, pois a velocidade de producéo de NO (NO -
produto da NOS) é determinada pela velocidade de catélise da reciclagem de L-arginina
(substrato da NOS) (Solomonson et al., 2003).

Ensaios enziméticos in vitro revelaram que o BPP-10c modula positivamente a
atividade cataliticada ASS (Guerreiro et al., 2009). O aumento da producdo de NO pelo
BPP-10c em células Neu-W e SK-N-AS é indicativo que o BPP-10c modula a atividade
dessa enzima in vivo, aumentando o fornecimento de L-arginina para o consumo da
NOS.

S80 conhecidas pelo menos trés isoformas da NOS, eNOS e nNOS, que s&o
constitutivamente expressas e sdo ativadas pelo aumento da[Ca®'];, aiNOS, que como o
préprio nome sugere, é induzida por estimulos inflamatérios e cuja atividade é
independente da concentragdo de Ca* intracelular (Sears et al., 2004). Tanto a eNOS
como a nNOS estd provavelmente inativas em niveis basais de [Ca’]i, e suas

atividades aumentam quando os niveis de Ca?* sd0 elevados (Bredt e Snyder, 1990).
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Tanto aeNOS como a nNOS sdo enzimas compostas por um dominio redutase e
um dominio oxigenase. A ligagdo da Ca?"’calmodulina a NOS estimula a transferéncia
sequencial de elétrons. Primeiramente ocorre a transferéncia de elétrons do NADPH
para as flavinas do dominio redutase, e entdo os elétrons das flavinas sdo transferidos
para 0 dominio oxigenase. Desse modo a NOS torna-se ativada para produzir NO a
partir do substrato L-arginina ou superéxido, na auséncia de substrato (Abu-Soud et al.,
1994).

Dessa maneira, 0 BPP-10c além modular a atividade da ASS em células
neuronais, poderia ativar a NOS pelo aumento da [Ca’*]i. A utilizacgo de inibidores da
via de sinalizag&o intracelular induzida pelo BPP-10c, assim como o BAPTA e EGTA,
revelaram a participacdo das NOS Ca’*-dependente constitutiva nesse metabolismo, ja
gue a producéo de NO induzida pelo BPP-10c foi significativamente reduzida quando
n&o ha mobilizagdo de Ca’* intracelular.

Foi verificado também, que a producéo de NO induzida pelo BPP-10c ndo deve
envolver os receptores B2 de cininas e a-2 adrenérgico, visto que o pré-tratamento das
células neuronais com antagonistas desses receptores ndo interferiu na resposta desse
peptideo. A relevancia de testar o receptor B2 de cininas se deve ao fato do BPP-10c ser
um inibidor da enzima conversora e conseqlientemente poderia aumentar os niveis de
BK nacultura celular que estaria disponivel para se ligar ao receptor B2 e ativar a NOS.
Além disso, sabe-se que a ativacdo da ASS pelo BPP-10c leva a um aumento dos niveis
de L-arginina (Guerreiro et a., 2009). Esse aminoécido além de ser substrato da NOS é
também agonista do receptor a-2 adrenérgico e induz a producéo de NO por ativacdo
desse receptor (Joshi et al., 2007). Nesse contexto, testamos a participacéo do receptor
a-2 adrenérgico narespostainduzida pelo BPP-10c. Foi verificado que o bloqueio desse

receptor por seu antagonista ndo interferiu na producéo de NO induzida pelo BPP-10c.
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Apesar do BPP-10c produzir efeito anti-hipertensivo somente em SHRs, a
producdo de NO induzida por esse peptideo foi semelhante em cérebros de ratos Wistar
e SHRs tratados com BPP-10c e animais controle. Esses dados sugerem, entdo, que 0s
niveis de NO devem estar aumentados em regides especificas do cérebro de SHRs apds
tratamento com BPP-10c e a quantidade basal de NO produzida no cérebro de SHRs
poderia mascarar 0 aumento produzido pelo BPP-10c. O NO no SNC é produzido em
nacleos discretos de neurbnios em todos os niveis do eixo neural. Tem sido
demonstrado que o NO produzido centralmente participa da regulagcdo do tonus
simpatico para a periferia. A aplicacéo local de doadores de NO em nuicleos discretos do
cérebro diminui a atividade simpética em multiplos sitios no cérebro (Hauser et a.,
2005). No entanto, a producdo de NO por células Neu-W e SK-N-AS foi claramente
aumentada na presenca do BPP-10c indicando que a producdo de NO induzida pelo
BPP-10c ocorre em nucleos especificos. Além disso, mostramos a especificidade do
BPP-10c na inducdo da producdo de NO, visto que o peptideo com a seqiiéncia
invertida (BPP-10c-invertido) ndo produz o mesmo efeito em células de origem
neuronal.

5.4. Regulacdo da expressio da ASS e eNOS em cérebros de SHRstratados com
BPP-10c

A acdo anti-hipertensiva do BPP-10c se caracteriza pela diminuicdo da presséo
arterial somente de SHRs, acompanhada de significativa diminuicdo da frequéncia
cardiaca. A resposta desencadeada pelo BPP-10c ndo é imediata, e inicia-se cerca de
duas a trés horas apls a administracdo endovenosa do peptideo (lanzer et al.,2007),
sugerindo que a ativagdo da expressdo génica para a producdo de NO possa estar

envolvida no seu mecanismo de agéo.
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De fato, o0 BPP-10c além de aumentar a [Ca’"]; e a producéo de NO em células
neuronais, também aumenta a expressao de enzimas envolvidas no metabolismo de NO
no cérebro de SHRs tratados com BPP-10c, entre elas, a ASS e aeNOS, no entanto, ndo
foi observado diferenca significativa no nivel de expressdo da nNOS. Kishi e
colaboradores demonstraram que a super-expressdo da eNOS na medula ventrolateral
rogral (RVLM) e no nacleo do trato solitario (NTS) de ratos Wistar e SHRs diminuem
a pressao arterial sistélica e freqiiéncia cardiaca de ambos, entretanto a magnitude do
efeito de queda da pressdo arterial em SHRs € maior que em ratos normotensos (Wistar)
(Kishi et al., 2001). Esses dados sugerem que 0 mecanismo hipertensivo de SHRs
envolve alguma anormalidade no ciclo citrulinasNO no SNC (Hirooka et a., 2003).

No entanto, a nNOS esta presente em altas concentracbes no SNC
principalmente no NTS e RVLM, mas os niveis de expressdo dessa isoforma da NOS
em ratos normotensos e hipertensos ndo sdo diferentes (Hirooka et al., 2003). Dessa
maneira, outros mecanismos compensatérios devem existir para reducdo da pressao
arterial por inibicdo da atividade do nervo simpatico que tem sido atribuido a efeitos
sobre aeNOS para a producéo de NO (Yeet al., 1997) e no caso do mecanismo de acéo
do BPP-10c aém de envolver a super-expressdo da eNOS também envolveria o
aumento do nivel de expressdo da ASS para sustentar o fornecimento de L-arginina,
substrato da NOS,

5.5. Liberacdo dos neurotransmissores GABA e glutamato induzida pelo BPP-
10c

O BPP-10c induz a liberagcdo de GABA e glutamato em células neuronais, no
entanto, ainda ndo ¢é possivel afirmar se o mecanismo de liberacdo de
neurotransmissores induzida por esse peptideo € dependente da producéo de NO, da sua

interagdo com a sinapsina ou ambos.
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A interacdo do BPP-10c com a sinapsina sugere que o BPP-10c participa do
controle da liberagdo desses neurotransmissores, ou regulando a interagdo entre
singpsina e actina do citoesqueleto ou até mesmo participando da modulagdo da
atividade de c-Src associadas a vesiculas pré-sindpticas, caracterizando assim um efeito
sinérgico, que explicaria o efeito promovido por baixas doses de BPP-10c (lanzer et
al.,2007).

Sabendo que a sinapsina pode também formar um complexo ternério com aNOS
e CAPON, outra possibilidade seria a formacdo de um complexo quaternério apds a
ligagdo do BPP-10c a sinapsina. A formag&o desse complexo direcionaria as reagdes do
NO a alvos neurais, que seria determinado em parte pela localizagdo desse complexo e
direcionamento da NOS para sitios especificos dos neurdnios. O aumento da producéo
de NO estimula a liberagdo de GABA e glutamato no SNC e diminui pressao arterial
média, frequiéncia cardiaca e excregdo urinéria de norepinefrina (Kishi et al., 2001).

O amino&cido glutamato € um importante neurotransmissor no SNC de
mamiferos, similarmente, GABA ¢é o principal mediador de correntes simpéticas
inibitérias. Ambos glutamato e GABA desempenham papel essencial para o controle da
funcéo cardiovascular no SNC (Gordon e Sved, 2002).

Geralmente, neurotransmissores aminoacidos excitatério, assim como glutamato
e agpartato, causam resposta pressora e taquicardia, enquanto que neurotransmissores
aminoé&cidos inibitérios, assim como GABA e glicina causa resposta depressora e
bradicardia (Kishi et a., 2001).

Esta bem estabelecido que o aminoécido excitatério, L-glutamato, € considerado
o principal neurotransmissor de fibras aferentes primaria dos pressoreceptores para o
NTS (Lawrence e Jarrott, 1996; Ohta e Talman, 1996). Além disso, uma projecéo

excitatéria do NTS para a medula ventrolateral caudal (CVLM) é parte essencial do
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circuito de controle barorreflexo. O CVLM envia informacgdes a medula ventrolateral
rosarl (RVLM) pela secrecdo de GABA. Apesar da inibicdo GABAérgica do RVLM
ter recebido consideravel atencéo, entradas de aminoacidos excitatorios também tem um
importante papel na regulacéo cardiovascular (Ito e Sved, 1997). Dessa maneira, a
liberacdo facilitada de glutamato e GABA no SNC como efeito do aumento da producéo
de NO induzida BPP-10c €/ou interacdo com a sinapsina deve contribuir para a
atividade anti-hipertensiva desse peptideo no SNC.

5.6. Mecanismo de agdo do BPP-10c no controle central da presséo arterial

5.6.1. Regulacdo da atividade simpética renal

O NO esta envolvido na regulacéo da resisténcia vascular local e sistémica, no
balanco de sddio e, conseqlientemente, no controle da pressdo arterial (Umans e Levi,
1995). O NO também tem sido descrito como um modulador neuronal, agindo no
cérebro como uma molécula sinalizadora no SNC (Garthwaite e Boulton, 1995).
Estudos tém revelado que o NO, no cérebro, esta envolvido na regulacéo cardiovascular
central, através da reducéo do ténus simpético para a periferia (Lin et al., 1999; Haiiser
et al., 2005).

Apesar do BPP-10c ndo interferir na atividade simpética rena de SHRs
anestesiados, a hipétese da producéo de NO induzida pelo BPP-10c ndo pode ser
descartada, mesmo por que nenhuma variagcdo da pressdo arterial média foi observada
guando os ratos estavam sob anestesia.

Recentemente observamos em nosso laboratério, que o efeito do BPP-10c em
SHRs é blogueado por anestésicos. Os experimentos que foram possiveis observar o
efeito anti-hipertensivo do BPP-10c sempre foram realizados em animais acordados. Os
SHRs, primeiramente sdo anestesiados para canulacdo da veia e artéria (conforme

descrito em materiais e métodos secdo 3.10.1.) e apds 22h de recuperacdo da anestesia,
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0s experimentos sdo realizados. No entanto, quando os animais sdo anestesiados com
pentobarbital, mesmo apds a recuperacdo da anestesia quando 0s animais ja estdo
acordados, esse anestésico ainda interfere na atividade do BPP-10c. Ha na literatura
muitos trabalhos alertando para o uso do pentobarbital como anestésico, no estudo de
parametros cardiovasculares, isso porque a anestesia com pentobarbital interfere nos
efeitos cardiovasculares interessantemente bloqueando 0 sistema nervoso simpatico
(Haliser et al.,1995), corroborando com a hipétese que o aumento da producéo de NO
em células do SNC de ratos pelo BPP-10c deva controlar a atividade simpética.
5.6.2. Aumento da sensibilidade do barorreflexo induzido pelo BPP-10c

Estd bem estabelecido que o SNC tem um papel importante no controle da
funcéo barorreflexa arterial (Guyenet,1990; Dampney, 1994). A principal via do reflexo
barorreceptor estd no tronco cerebral, NTS, CVLM e a RVLM (Guyenet,1990;
Dampney, 1994). O NTS é o sitio de terminacdo de fibras aferentes primarias de muitos
receptores cardiovasculares (Kumada et al., 1990) e o RVLM contém neurbnios pré-
motores simpéticos responsaveis por manter a excitacdo ténica de neurdnios pré-
ganglionares envolvidos na regulacdo e na integridade funcional do RVLM que é
essencial para a manutencéo do ténus vasomotor basal. (Kishi et al., 2001).

O controle reflexo do barorreceptor da freguiéncia cardiaca esté prejudicado em
varios modelos de hipertensdo (Luft et a., 1980; Howe et al., 1989; Chapleau e
Abboud, 1993; Kumagai et al., 1993; Matsumura et al., 1998; Pontieri et al., 1998). O
ganho méximo do controle barorreflexo de SHRs é significativamente diminuido
comparados a ratos Wistar. Além disso, SHRs, um modelo de hipertensdo crénica tem
excitabilidade de neurdnios pré-simpéticos aumentada (Kishi et al., 2003). A reducéo da
sensibilidade do barorreceptor arterial tem sido mostrada ser responsdvel por essa

prejudicada funcéo reflexa (Luft et al., 1980; Howe et al., 1989; Chapleau e Abboud,
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1993; Kumagai et al., 1993; Matsumura et al., 1998). H& alguns estudos na literatura
relatando que o ganho reflexo do barorreceptor foi aumentado pelo NO em animais
acordados (Liu et al., 1996; Murakami et al., 1998). A sugestéo de que o NO, produzido
centralmente, deve estar envolvido no mecanismo de acdo do BPP-10c, explicaria as
mudancas na sensibilidade barorreflexa observadas em SHRs tratados com BPP-10c.
5.6.3. Injecao central do BPP-10c em ratos acordados

A clonidina e a alfa-metildopa sdo prot6tipos de drogas que agem centralmente
viareceptor a2-adrenérgico, diminuindo o ténus simpético periférico provocando queda
da pressdo arterial e bradicardia (van Zwieten, 1980). Apesar do BPP-10c produzir
gueda da pressdo arterial e frequéncia cardiaca, sugere-se que o BPP-10c deva provocar
seu efeito anti-hipertensivo independentemente do receptor a2-adrenérgico, ja que nem
aresposta de aumento de [Ca”"]; nem a produc&o de NO induzida pelo BPP-10c tiveram
interferéncia pelo bloqueio desse receptor com seu antagonista.

Além disso, ndo € possivel explicar a atividade anti-hipertensiva do BPP-10c
pela sua capacidade de inibi¢do da atividade enziméatica da ECA, visto que, o captopril,
inibidor da ECA, produz queda da pressdo arterial, mas ndo produz efeito na frequiéncia
cardiaca (Quadri et al., 1992; Wang et al., 2006). No entanto, em doses maiores
(2mg/kg) injetada endovenosamente, o captopril provoca queda da pressdo arterial e
bradicardia. Além disso, quando administrado por via intracisternal a reducdo da
freqUiéncia cardiaca € significativamente maior que a observada por injecdo endovenosa
(Takeda et al., 1987), sugerindo um efeito central para o captopril dependente de dose e
local de administracéo.

No caso do BPP-10c, a administracdo intracerebroventricular em doses menores
produziu efeitos semelhantes aos efeitos da administragdo endovenosa corroborando

com a sugestdo da participacdo do SNC no mecanismo de acdo do BPP-10c.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

134

6.CONCLUSOES
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O BPP-10c € uma molécula peptidica dotada de atividade anti-hipertensiva, com
caracteristica bifasica, isto € na primeira hora apés a injecdo ha uma reducdo moderada
(efeito agudo), e apds duas a trés horas uma maior e prolongada queda na pressao
arterial média (efeito tardio). Nesse trabalho foram apresentados alguns resultados que
sugerem o envolvimento do SNC no mecanismo de agdo desse peptideo, que ndo
poderiam ser explicados pelos efeitos inibitérios sobre a ECA.

Devido ao fato do Ca?* ser um segundo mensageiro que participa de muitos
processos celulares, incluindo a ativagdo de enzimas, controle da expressao génica e
liberagdo de neurotransmissores, iniciamos nossos estudos mostrando que o BPP-10c
induz a mobilizacdo de [Ca?*]; em células neuronais, mas nd em células gliais. Esse
efeito foi independente do receptor de B2 de cininas e a-2 adrenérgico, que € um
receptor de protétipos de drogas anti-hipertensivas que agem centralmente, assim como
a-metildopa e clonidina. Sugerimos que o mecanismo de sinalizaggo de Ca** induzida
pelo BPP-10c deve envolver a estimulagéo de um ainda desconhecido receptor acoplado
a proteina Gij que ativa um canal de Ca?* na membrana plasmética seguido por uma
CICR. Em busca da molécula receptora do BPP-10c no SNC identificamos que esse
peptideo interage com sinapsinain vitro e comaASSin vitro e in vivo.

Foi demonstrado também que o BPP-10c participa da ativacdo da NOS, uma
enzima Ca”*-dependente, aumentando a producdo de NO; regula positivamente a
expressdo génica da ASS e eNOS em cérebros de animais tratados; e facilita a liberagéo
dos neurotransmissores, GABA e glutamato por células neuronais.

O NO estd envolvido naregulacéo da liberacdo de neurotransmissores, tais como
0 GABA e o glutamato, aminoacidos que desempenham papel essencial para o controle
da fungdo cardiovascular no SNC. O NO como neurotransmissor no SNC regula

vasodilatacdo ndo-adrenérgica e ndo-colinérgica por diminuicdo da atividade simpética.
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Nossos dados capacitaram-nos a interpretar o papel do NO na regulagdo cardiovascular
em regides restritas do SNC, ja que o aumento da producéo de NO ndo pbde ser
observado no cérebro total de SHRs.

Todos esses resultados podem explicar os efeitos farmacolégicos do BPP-10c
sobre a pressdo arterial e frequéncia cardiaca de SHRs. O aumento da sensibilidade do
barorreflexo de SHRs acordados tratados com BPP-10c poderia ser a comprovagéo in
vivo do efeito centra do BPP-10c, sugerindo a modulacdo da atividade simpética e/ou
parassimpatica principalmente no efeito tardio do BPP-10c. O efeito do BPP-10c
observado apds administragdo intracerebroventricular sugere fortemente a participacao
do SNC no mecanismo de ag&o desse peptideo.

Em conclusdo, mostramos que o aumento de NO causado pelo aumento da
expressdo da ASS e da eNOS no SNC de SHRs acordados tratados e a interagcdo do
BPP-10c com a sinapsina facilita a liberagdo de GABA e glutamato para regulagcéo da
sensibilidade do barorreflexo (Figura 33).

Esses dados abrem perspectivas para um melhor conhecimento dos processos de
controle central da pressdo arterial de mamiferos e da génese da hipertensdo, assim
como para a identificagcdo de novas vias e alvos para o tratamento e controle de estados
hipertensivos. O fato do BPP-10c interagir com um alvo ainda pouco explorado na
regulacdo da pressdo arterial, poderia levar a caracterizacdo de processos ou
mecanismos importantes no SNC e até mesmo o desenvolvimento de um novo farmaco

paratratamento da hipertensdo humana pertencente a uma nova classe terapéutica.
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FIGURA 33. Mecanismo de acdo do BPP-10c no SNC. Baseados na investigacéo
desse trabalho, propomos um mecanismo de agdo do BPP-10c no SNC para explicar seu
efeito sobre a PA (pressdo arteria) e freqléncia cardiaca (FC) em ratos
espontaneamente hipertensos (SHRs). Primeiramente, o BPP-10c deve induzir
elevactes da [Ca’"]; e ativar vias de transducdo de sinal responsavel pelo aumento da
atividade da 6xido nitrico sintase (NOS), da expressdo das enzimas. NOS endotelial
(eNOS) e argininosuccinato sintase (ASS) e pela liberagdo dos neurotransmissores
GABA e glutamato. Ap6s ser internalizado por células do SNC, o BPP-10c <e liga a
sinapsina para controlar a liberacdo de GABA e glutamato, bem como para direcionar a
NOS para nacleos discretos de neurénios. Além disso, o BPP-10c pode ativar a ASS
para aumentar os niveis de L-arginina. A producdo de NO decorrente do aumento da
concentracdo de L-arginina, ativagcdo da NOS e aumento da expressdo da eNOS e ASS
deve contribuir tanto para a liberagdo de neurotransmissores quanto para a regulacéo da
atividade auténoma. Da mesma forma GABA e glutamato levam a diminui¢éo da PA e
FC e aumentam a sensibilidade do barorreflexo de SHRs.
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