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BEZERRA, Isadora Basilio Meneses. Envolvimento da enzima argininosuccinato sintetase
no efeito vasorrelaxante do peptideo BPP-BrachyNH2 na disfun¢éo endotelial induzida
por endotoxina. 2019. 77 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Centro de
Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2019.

RESUMO

O BPP-BrachyNH2, um oligopeptideo rico em prolina identificado pela primeira vez na
secrecdo cutanea do anfibio Brachycephalus ephippium, apresenta potencial aplicacdo em
estudos com énfase no tratamento de doencas relacionadas a deficiéncia de NO, o presente
estudo aborda o efeito vasorrelaxante do BPP-BrachyNH, em preparacGes de artérias de
resisténcia do leito mesentérico de ratos em modelo de disfuncéo endotelial induzida por
lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli e investigar os mecanismos de acdo envolvidos na
producdo de NO causada pelo BPP-BrachyNH: através de abordagens in vitro e in silico.
Segmentos de artérias foram montados em miografo do tipo Mulvany-Halpern para registros
de tensdo isométrica. Apos normalizagéo e teste de fungdo endotelial, BPP-BrachyNH; (107 -
10° M) foi cumulativamente adicionado sobre pré-contragdes induzidas por noradrenalina (10
® - 10° M). BPP-BrachyNH: apresentou efeito vasorrelaxante em preparagdes previamente
incubadas com LPS (10 pg/mL) durante 5 horas. Nao foi observado efeito vasorrelaxante na
auséncia de LPS. Os possiveis mecanismos envolvidos foram avaliados através da adi¢do de
indometacina (3x10°® M), inibidor ndo seletivo da cicloxigenase; L-NNA (10 M), inibidor ndo
seletivo da dxido nitrico sintase; 1400W (10 M), inibidor seletivo da 6xido nitrico sintase
induzivel; ODQ (3x10® M), inibidor da guanilil ciclase soltvel, e MDLA (1 mM), inibidor da
argininosuccinato sintetase (AsS), conforme protocolo. Os resultados foram expressos como
médiatEPM, e foram analisados por ANOVA de uma via seguida do p6s-teste de Bonferroni
(p<0,05). O efeito vasorrelaxante induzido pelo BPP-BrachyNH> em preparacdes pré-
incubadas com LPS foi abolido na presenca de L-NNA e ODQ, e significativamente atenuado
na presenca de 1400W e MDLA. A reducéo do efeito vasorrelaxante de BPP-BrachyNH; em
artérias de resisténcia na presenca de L-NNA, 1400W e ODQ corrobora com estudos prévios,
gue sugerem o envolvimento da via de producdo de NO. A atenuacdo significativa do efeito do
BPP-BrachyNH> na presenca de MDLA, indica o envolvimento de um possivel aumento nos
niveis de L-arginina, substrato para sintese de NO, induzido pelo BPP-BrachyNH2 em modelo
de disfuncdo endotelial induzida por LPS. Os céalculos de ancoramento e dinamica molecular
foram realizados com o programa Autodock 4.2 escolhendo-se o algoritmo genético
lamarquiano (LGA) para a busca de geometrias otimizadas. A estrutura da enzima (AsS) e dos
ligantes (L-citrulina e BPP-BrachyNH>) foram preparados com o programa AutoDock Tools
1.5.6. para simulagdes de ancoramento. Cada simulacdo de ancoramento LGA consistiu de 100
corridas independentes. O complexo AsS_BPP-BrachyNH; apresentou melhores parametros de
afinidade (energia de ligacdo, constante de inibicdo e quantidade de interacbes com
aminoéacidos) comparados com o complexo AsS_L-citrulina.

Palavras-chaves: Brachycephalus ephippium; Disfuncdo endotelial; Lipopolissacarideo;
MDLA,; Oligopeptideo rico em prolina; Oxido nitrico; Vasodilatador; Ancoramento molecular.



BEZERRA, Isadora Basilio Meneses. Involvement of the enzyme argininosuccinate
sintetase in the vasorelaxant effect of peptide BPP-BrachyNHz2 in endothelial dysfunction
induced by endotoxin. 2019. 79 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Centro
de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2019.

ABSTRACT

BPP-BrachyNHz, a proline-rich oligopeptide identified for the first time in the amphibian
cutaneous secretion Brachycephalus ephippium, has potential application in studies with
emphasis on the treatment of diseases related to NO deficiency, the present study addresses the
vasorelaxative effect of BPP-BrachyNH: in preparations of rat mesenteric bed endurance
arteries in a model of Escherichia coli lipopolysaccharide (LPS) induced endothelial
dysfunction and to investigate the mechanisms of action involved in the production of NO
caused by BPP-BrachyNH> through in vitro and in silico approaches. Segments of arteries were
mounted on a Mulvany-Halpern type myograph for isometric voltage records. After
normalization and endothelial function testing, BPP-BrachyNH. (10° - 10° M) was
cumulatively added on pre-contractions induced by noradrenaline (10° - 10° M). BPP-
BrachyNH> presented vasorelaxing effect in preparations previously incubated with LPS (10
pg / mL) for 5 hours. No vasorelaxant effect was observed in the absence of LPS. The possible
mechanisms involved were evaluated by the addition of indomethacin (3 x 10 M), non-
selective cyclooxygenase inhibitor; L-NNA (10* M), non-selective inhibitor of nitric oxide
synthase; 1400W (10 M), selective inhibitor of inducible nitric oxide synthase; ODQ (3 x 10°
® M), soluble guanylyl cyclase inhibitor, and MDLA (1 mM), argininosuccinate synthetase
inhibitor (AsS), according to protocol. The results were expressed as mean £ SEM, and were
analyzed by one-way ANOVA followed by the Bonferroni post-test (p <0.05). The vasopressin
effect induced by BPP-BrachyNH: in preparations pre-incubated with LPS was abolished in
the presence of L-NNA and ODQ, and significantly attenuated in the presence of 1400W and
MDLA. The reduction of the vasorelaxant effect of BPP-BrachyNH> on resistance arteries in
the presence of L-NNA, 1400W and ODQ corroborates previous studies that suggest the
involvement of the NO production pathway. The significant attenuation of the effect of BPP-
BrachyNH> on the presence of MDLA indicates the involvement of a possible increase in the
levels of L-arginine, a substrate for NO synthesis, induced by BPP-BrachyNH> in a model of
LPS-induced endothelial dysfunction. The anchoring and molecular dynamics calculations
were performed with the Autodock 4.2 program, choosing the Lamarque (LGA) genetic
algorithm to search for optimized geometries. The structure of the enzyme (AsS) and ligands
(L-citrulline and BPP-BrachyNH>) were prepared with the AutoDock Tools 1.5.6 program. for
anchor simulations. Each LGA anchor simulation consisted of 100 independent runs. The
AsS_BPP-BrachyNH> complex showed better affinity parameters (binding energy, inhibition
constant and amount of interactions with amino acids) compared to the AsS_L-citrulline
complex.

Key-words: Brachycephalus ephippium; Endothelial dysfunction; Lipopolysaccharide;
MDLA,; Proline-rich oligopeptide; Nitric oxide; Vasodilator.
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1. Introdugéo

Os peptideos potencializadores de bradicinina (BPP) da Bothrops jararaca (Bj),
descobertos no inicio dos anos 60, foram os primeiros inibidores naturais da enzima conversora
de angiotensina | (ECA). Estes peptideos pertencem a uma grande familia de oligopeptideos
ricos em prolina (PRO) cujas propriedades bioldgicas estdo relacionadas com a inibi¢do da
conversdo de angiotensina I (Ang-1) em angiotensina Il (Ang-11) e da degradacéo de bradicinina
(BK). Um dos peptideos estudados, o Bj-PRO-9a, foi fundamental na definicdo da ECA como
alvo eficaz de drogas e desenvolvimento do captopril, uma molécula que compete por sitios
ativos de ligagdo da ECA, usado para o tratamento da hipertenséo arterial humana. Evidéncias
experimentais atualmente demonstram que os BPPs agem ndo somente sobre a ECA, mas
exercem seus efeitos cardiovasculares sobre diferentes alvos para diferentes tipos de BPPs
encontrados (CAMARGO et al., 2012; DENADAI et al., 2007; GUERREIRO et al., 2009;
LAMEU; ULRICH, 2013; MORAIS et al., 2013). Em estudos recentes, Guerreiro et al. (2009)
demonstrou a argininosuccinato sintetase (AsS) como um novo alvo dos BPPs, o Bj-PRO-10c
foi capaz de ativar a AsS e reduzir os niveis de L-arginina tanto in vivo quanto in vitro.

A descoberta e identificacdo da AsS como outro alvo para os Bj-PROs, demonstrou in
vitro e in vivo a capacidade de modulacgdo positiva da atividade dessa enzima, que leva a sintese
de L-arginina a partir de L-citrulina. A L-arginina € um aminoéacido ndo essencial sob condi¢des
normais, pois € obtido a partir da quebra de proteinas ou sintetizada de novo a partir de L-
citrulina nos rins por AsS e a enzima argininosuccinato liase (AsL). AsS catalisa a condensacéo
reversivel de citrulina com aspartato e ATP para formar argininosuccinato; a AsL catalisa a
conversdo do argininosuccinato em fumarato e L-arginina, que € liberado na circulacdo
(GUERREIRO et al., 2009; IANZER et al., 2011; LAMEU; ULRICH, 2013).

Em mamiferos, a AsS, juntamente com a AsL, faz parte do ciclo da ureia no figado, do
ciclo arginina-citrulina e do ciclo citrulina-NO, a principal fonte de arginina e éxido nitrico
(NO) nas células renais e endoteliais, respectivamente. Reconhece-se que a biossintese
prejudicada da arginina afeta uma série de vias metabolicas e de sinalizagdo, como a geragédo
de uma ampla gama de intermediarios biologicamente ativos, por exemplo, NO, poliaminas,
creatinina e L-amino&cidos. Nas células endoteliais, o ciclo citrulina-NO, juntamente com a
oxido nitrico sintase (NOS), garante o suprimento de NO, que desempenha varios papéis como
molécula de sinalizacdo na fisiologia dos mamiferos, incluindo a regulacdo do ténus vascular
(CAMARGO et al., 2012; HUSSON et al., 2003; WU; MORRIS, 1998).
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Quando a capacidade das células endoteliais para liberar NO é reduzida, e em particular
se a propensdo para produzir fatores de contragdo derivados do endotélio ¢ aumentada, a
disfuncéo endotelial se inicia, 0 que parece ser 0 primeiro passo na cadeia de eventos que leva
a aterosclerose, hipertensdo e diabetes. Assim, a disfuncédo endotelial é a marca e, de fato, um
preditor de doenca vascular. O papel da génese da doenca vascular nas mudancas da reatividade
vascular devido ao desequilibrio entre mediadores derivados do endotélio tem sido alvo de
varios estudos (VANHOUTTE et al., 2017).

Por todas estas razdes, manter a producdo de NO em nivel homeostéatico, de modo que
um limiar deletério ndo seja atingido, é de particular interesse. O presente estudo revela a
complexidade dos efeitos exercidos pelo PRO obtido a partir da secre¢do cutanea do anfibio
Brachycephalus ephippium, denominado BPP-BrachyNH., no controle da producéo de NO em
estudos experimentais no em preparacdes de endotélio vascular pré-tratadas com
lipopolissacarideo (LPS), causando uma condicdo fisiopatolégica que leva a disfuncédo
endotelial e, em estudos computacionais, que buscam averigar o possivel envolvimento da
enzima AsS na atividade do peptideo BPP-BrachyNH>. Esta pesquisa, abre caminhos para o
melhor entendimento da regulacdo do NO e para o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas, e assim, contribuir com o fortalecimento das potenciais aplicacdes terapéuticas
dos PRO em doencas relacionadas a deficiéncia de NO e de seus possiveis alvos farmacolégicos

envolvidos.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral
e Investigar as caracteristicas do efeito vasorrelaxante do oligopeptideo rico em prolina
denominado BPP-BrachyNHz, presente na secrecdo cutanea do anfibio Brachycephalus
ephippium, em modelo experimental in vitro de disfuncdo endotelial induzido por LPS
em aneis de artéria mesentérica de resisténcia de ratos, e em modelo computacional in

silico com a realizag&o de ensaios de ancoramento e dinamica molecular.
2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito vasorrelaxante do BPP-BrachyNH2 em artérias de resisténcia de ratos
na presenca e auséncia de LPS;

e Investigar os mecanismos de acdo envolvidos no efeito vasorrelaxante induzido pelo
oligopeptideo BPP-BrachyNH> em anéis de artéria mesentérica de resisténcia de ratos;

e Verificar o possivel envolvimento da enzima Argininosuccinato Sintetase (AsS) através
de protocolos in vitro em artéria do leito mesentérico e in silico através de ancoramento

e dindmica molecular.
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3. Referencial Tedrico

3.1 Oligopeptideos ricos em prolina: historico

Venenos de animais podem ser vistos como um coquetel inexplorado de compostos
biologicamente ativos, sendo cada vez mais reconhecidos como uma fonte inestimavel de
ligantes para o estudo das propriedades de alvos farmacoldgicos e como fonte emergente de
peptideos com potenciais aplicagdes terapéuticas. Os animais peconhentos, considerados
predadores especializados que desenvolveram a mais sofisticada quimica e farmacologia de
peptideos para seus proprios propésitos bioldgicos, produzem venenos que contém uma vasta
gama de toxinas com uma incrivel diversidade estrutural e funcional, dirigidos contra uma
variedade de alvos farmacoldgicos (LEWIS; GARCIA, 2003; PEIGNEUR; TYTGAT,
2018).

Os estudos dos mecanismos fisiopatolégicos do envenenamento e caracterizacdo
molecular de toxinas do veneno da serpente Bothrops jararaca (Bj) resultou em importantes
contribuicdes cientificas de grande relevancia para a ciéncia, como a descoberta de um potente
agente vasodilatador, denominado bradicinina (BK) por Rocha e Silva e Beraldo, em 1949. Os
peptideos bioativos da Bj foram os primeiros inibidores naturais da enzima conversora da
angiotensina | (ECA) descritos e sdo conhecidos como peptideos potencializadores de
bradicinina (BPPs). Esses peptideos ndo s6 foram importantes na validacdo da ECA como alvo
para o tratamento da hipertensdo humana, mas também como modelo para o desenvolvimento
do captopril, o primeiro inibidor da ECA e o primeiro medicamento comercialmente disponivel
para tratamento da hipertensdo (CUSHMAN et al., 1977; IANZER et al., 2011; LEWIS;
GARCIA, 2003; ONDETTI; CUSHMAN, 1981; QUEROBINO; RIBEIRO; ALBERTO-
SILVA, 2018).

Os BPPs fazem parte de uma familia de peptideos denominados “Oligopeptideos Ricos
em Prolina” (PRO — Proline-Rich Oligopeptides), cujas sequéncias variam entre 5 e 14 residuos
de aminoécidos e exibem um residuo de acido piroglutdmico comum na posicdo N-terminal e
um residuo de prolina na posi¢cdo C-terminal. Os BPPs sdo moléculas capazes de potenciar
algumas atividades farmacologicas da Bk, como por exemplo, a acdo contratil da musculatura
lisa do ileo isolado de cobaia (FERREIRA, 1965). Os primeiros BPPs do veneno da Bj foram
caracterizados em 1970 (FERREIRA; BARTELT; GREENE, 1970), e desde entdo, uma grande

variedade de peptideos apresentando caracteristicas estruturais semelhantes foram identificados
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no veneno dessa e de outras serpentes (HAYASHI; CAMARGO, 2005). Esses peptideos séo
descritos como moléculas anti-hipertensivas que inibem a degradagdo da Bk, potencializando
sua atividade, e inibem a formacéo de Ang-11 (CAMARGO et al., 2012; MORAIS et al., 2013;
QUEROBINO; RIBEIRO; ALBERTO-SILVA, 2018; SCIANI; PIMENTA, 2017).

A descoberta da Bk permitiu a elucidacdo de um sistema de complexas reacdes
denominado “sistema calicreina-cininas”, uma cascata metabdlica que gera uma familia de
peptideos bioativos, denominados cininas, com diferentes atividades bioldgicas e que inclui BK,
que € a principal, e calidina e seus respectivos metabdlitos. A Bk e seus peptideos relacionados
sdo gerados pela agdo de enzimas calicreinas em substratos cininogénicos. A Bk e a calidina
sdo liberadas de cininogénios predominantemente pela acdo das serino-proteases, calicreina
plasmatica e calicreina tecidual, respectivamente. Essas cininas sdo potentes vasodilatadores
dependentes de endotélio que contribuem para a vasodilatacdo e hipotensdo na circulacao
sisttmica (CAMPBELL, 2013).

A ECA, uma metaloproteinase chave do sistema renina-angiotensina, é responsavel pela
formacdo da Ang-11, um octapeptideo com propriedades hipertensivas, resultante da hidrélise
do dipeptideo C-terminal His-Leu da Ang-l. A ECA desempenha um papel importante no
metabolismo da Bk, produzindo Bk-(1-5), 0 mais abundante metabodlito da Bk por clivagem
sequencial do dipeptideo carboxiterminal da Bk, levando a sua consequente degradacédo e a
cessacdo de seus efeitos farmacolégicos (FIGURA 1). (CAMARGO et al., 2012; LAMEU;
ULRICH, 2013; SCIANI; PIMENTA, 2017).

Figura 1 - Papel do ECA nos sistemas renina-angiotensina e calicreina-cinina (adaptada
CAMARGO et al., 2012).
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A ECA exibe dois sitios ativos homdlogos, um na regido C-terminal e outro na regido
N-terminal da proteina. Enquanto ambos os sitios ativos convertem a Ang-1 em Ang-11 e clivam
a Bk em Bk-(1-5) e Bk-(1-7) (metabdlitos inativos), o sitio na regido C-terminal € mais efetivo
na hidrolise desses peptideos vasoativos. Ou seja, a ECA tanto aumenta a degradacéo da Bk
quanto aumenta a formacdo de Ang-ll, portanto, sua inibicdo é composta por dois alvos
diferentes, causando efeitos hipotensores globais. Desse modo, os sistemas calicreina-cininas e
renina-angiotensina sao dois sistemas que interagem em diferentes niveis e contribuem para a
homeostase do sistema cardiovascular (CAMARGO et al., 2012; LAMEU; ULRICH, 2013;
SCIANI; PIMENTA, 2017).

A base primordial para o desenvolvimento do captopril iniciou com Rocha e Silva e
colaboradores, em 1949, quando descobriram que o plasma, quando incubado com o veneno da
serpente Bj, gerava novo fator hipotensor e espasmogénico para musculatura lisa, denominado
Bk (ROCHA E SILVA; BERALDO, 1949). A descoberta de que as carboxipeptidases eram
metaloproteinases de zinco e que a inativagdo da Bk no plasma estava relacionada a atividade
de uma carboxipeptidase (ERDOS; WOHLER, 1963; VALLEE, 1961) baseou a descoberta dos
primeiros agentes queladores de metais, como o dimercapto, agentes que intensificavam os
efeitos da Bk (FERREIRA; SILVA, 1962). Ferreira (1965) observou, durante um experimento
no qual testava a habilidade do veneno da Bj em potencializar a atividade espasmogénica da Bk
em preparacdes isoladas do ileo de cobaia, que no veneno propriamente dito havia um potente
fator de potencializacdo da bradicinina (BPF — Bradykinin Potentiating Factor) descrito como
uma familia de pequenos peptideos presente no veneno da Bj.

Em 1967, Ferreira realizou o isolamento, caracterizacdo e defini¢cdo da poténcia relativa
de 9 peptideos extraidos do BPF, que foram utilizados para demonstrar o paralelismo existente
entre a inibicdo da conversdo da angiotensina e potencializacdo da Bk. Em sequéncia, a
estrutura do menor peptideo do BPF foi determinada, o BPP-5a (FERREIRA et al., 1970;
FERREIRA; BARTELT; GREENE, 1970; GREENE; STEWART; FERREIRA, 1970). E com
0 BPP-5a, foi realizada a primeira demonstragéo in vivo de que um peptideo potencializador da
Bk tinha efeito hipotensor em trés modelos de hipertensdo experimental em virtude da intensa
atividade do sistema renina-angiotensina (KRIEGER et al., 1971).

A estrutura e a sintese do BPP-9a (teprotideo) foi realizada pelo grupo de pesquisadores
da industria farmacéutica Squibb, e apresentava-se mais efetivo e de efeito mais duradouro que
0 BPP-5a na pressdo arterial, tanto para a potencializacdo da Bk como para a inibi¢do da
conversao da Ang-1 (GREENE; LEWIS J. et al., 1972; ONDETTI et al., 1971). Em seguida, o
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BPP-9a foi utilizado na primeira demonstracéo clinica da utilidade dos BPPs no controle da
hipertensdo humana, onde se observou uma reducgéo significativa da pressdo arterial em
pacientes hipertensos apds administracao parenteral do peptideo (GAVRAS et al., 1974).

Entretanto, o teprotideo, isolado do veneno da Bj escolhido como molécula lider
devido a sua longa duracdo na atividade in vivo, era inaceitavel do ponto de vista clinico, pois
ndo era oralmente ativo e sua sintese, muito cara. Despertou, assim, enorme interesse dos
pesquisadores na busca do desenvolvimento de um inibidor ndo peptidico especifico para a
ECA efetivo por via oral. O grande tamanho molecular necessario para se atingir uma atividade
intrinseca aliada a instabilidade metabdlica originados das mdultiplas ligacbes peptidicas
contribuiram para eliminar as possibilidades de aplicacdo dos peptideos por via oral
(CUSHMAN; ONDETTI, 1999; FERREIRA, 1998; IANZER et al., 2007).

Os estudos de relacdo estrutura-atividade do teprotideo com analogos do veneno
sintético ajudaram na compreensdo dos sitios ativos da ECA e indicaram uma sequéncia
6tima de aminoacidos na regido carboxiterminal de inibidores, Phe-Ala-Pro (CUSHMAN;
ONDETTI, 1999), era um farmaco6foro minimo para se ajustar a um sitio de ligacdo de
substrato hipotético na ECA desenvolvido a partir da estrutura cristalina da carboxipeptidase
A. A descoberta da possibilidade de sintetizar inibidores ndo-peptidicos da carboxipeptidase-A
a partir de um derivado do &cido benzilsuccinico por Byers e Wolfenden (1972), conduziu ao
um passo fundamental, a sintese do primeiro inibidor seletivo da ECA, porém de menor
poténcia, denominado succinil-L-Pro. O succinil-L-Pro foi o primeiro inibidor da ECA
projetado, mas mostrou baixa afinidade apesar da seletividade da ECA (BYERS;
WOLFENDEN, 1972).

Estudos adicionais em torno do succinil-L-Pro, incluindo a adicdo de um grupo
sulfidrila, que apresentou uma maior afinidade pela ligagcdo Zn?*, aumentando em 1000 vezes
sua poténcia inibitéria da ECA, sendo responsaveis pela descoberta do primeiro inibidor da
ECA com reduzido tamanho e igual, ou até melhor, atividade anti-hipertensiva por via oral em
relacdo a via parenteral (CAMARGO et al., 2012; CUSHMAN; ONDETTI, 1999).

O captopril é um verdadeiro peptidomimético, possuindo um quinto do tamanho do
teprotideo, e apresenta quase todos os grupos funcionais contribuindo para a atividade
global, preenchendo cada um dos locais de ligacdo do substrato para produzir uma interacao
de alta afinidade com o sitio ativo na ECA (CUSHMAN; ONDETTI, 1999; LEWIS;
GARCIA, 2003).
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A partir dai, e desde o inicio dos anos de 1980, o captopril tem sido amplamente
empregado no tratamento da hipertensao arterial sisttmica humana. Assim, a partir do final da
década de 1970, o sucesso do desenvolvimento dos inibidores sitios-dirigidos da ECA capazes
de reproduzir as principais propriedades farmacoldgicas dos BPPs diminuiu drasticamente o
interesse em aprofundar os estudos sobre seus mecanismos de acdo (GUERREIRO, 2009;
SMITH; VANE, 2003).

A partir da descoberta dos BPPs, em 1949, por Rocha e Silva, Beraldo e Rosenfeld,
estudos biologicos foram conduzidos a descoberta de varios outros BPPs e de fontes diferentes,
como escorpides, cobras de outras especies. No entanto, como o termo BPP na verdade descreve
um efeito e ndo um padrdo estrutural, existem muitas sequéncias peptidicas nao relacionadas
aos primeiros BPPs descobertos também capazes de desencadear efeito potencializador de Bk
(ROCHA E SILVA; BERALDO; ROSENFELD, 1949; SCIANI; PIMENTA, 2017). Ensaios in
vitro mostraram que os BPPs sdo capazes de distinguir entre os dois sitios cataliticos da ECA
(COTTON et al., 2002) e fornecer diferentes niveis de atividade potencializadora de Bk
(HAYASHI et al., 2003; IANZER et al., 2004).

De acordo, estudos tem demostrado que semelhancas entre as sequéncias de
amino&cidos ndo estdo relacionadas com a atividade potencializadora de Bk (HAYASHI et al.,
2003; IANZER et al., 2007, 2011). Por exemplo, o BPP-5a e 0 Bj-PRO-10c, apesar de ambos
serem eficientes em potencializar a acdo contratil da Bk em ileo isolado de cobaia e a agcdo
hipotensiva em ratos anestesiados, apresentam atividades bioldgicas diferentes, tanto na
poténcia de inibicdo como na seletividade pelo sitio ativo da ECA, indicando que o0s
mecanismos, pelos quais os BPPs potencializam a Bk n&o sdo exclusivamente os mesmos, ndo
estando diretamente relacionados apenas a inibicdo da ECA (GOMES et al., 2007; HAYASHI,
CAMARGO, 2005; LAMEU; ULRICH, 2013). Nesse sentido, apesar da inibicdo da ECA ser
um mecanismo relevante para explicar a acdo dos BPPs, como ja anteriormente sugerido, 0
mecanismo de potencializacdo da Bk desses peptideos ndo podem ser inteiramente elucidado
pela inibicdo de enzimas que degradam a Bk, indicando que esses peptideos interagem com
outros alvos (CAMARGO; FERREIRA, 1971; GREENE; LEWIS J. et al., 1972).

Estudos recentes fornecem evidéncias de que os efeitos mediados por BPP nédo se
diferentes acOes para cada peptideo para promover a reducdo da presséo arterial (CAMARGO;
FERREIRA, 1971; GREENE; LEWIS J. et al., 1972; HAYASHI et al., 2003; MORAIS et al.,
2013; MUELLER et al., 2005). Mueller et al. (2005) utilizando o BPP-9a e analogos também
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demonstraram que a inibicdo da ECA e a atividade potencializadora de Bk podem ser evocadas
por mecanismos diferentes. Estudos sobre a atividade anti-hipertensiva de alguns BPPs, como,
0 BPP-7a e 0 Bj-PRO-10c, nao depende da geracdo de Ang-II1, pois sdo capazes de promover a
reducdo da pressao arterial sisttmica somente em ratos espontaneamente hipertensos (SHRs —
Spontaneously Hipertensive Rats) em concentragdes cerca de 500 vezes abaixo daquelas que
promovem inibi¢do da converséo de Ang-l1 em Ang-11 (IANZER et al., 2007).

Com relacgdo as atividades de potencializacdo de Bk e inibicdo da ECA, estudos tem
demonstrado efeitos opostos para BPPs similares (IANZER et al., 2007). A maioria desses
peptideos compartilha caracteristicas comuns, como muitos residuos de prolina no meio de sua
estrutura e o tripeptideo Ile-Pro-Pro na porcdo C-terminal. No entanto, existem exce¢des para
BPPs curtos, como o BPP-5a (FERREIRA; BARTELT; GREENE, 1970; HAYASHI et al.,
2003; IANZER et al., 2004, 2011). Apesar destas diferencas, BPP-7a e Bj-PRO-10c, que
contém o residuo lle-Pro-Pro, produziram efeito anti-hipertensivo sustentado em SHRs néo
relacionado com a sua capacidade para inibir a ECA somatica ou para potencializar Bk in vivo
(IANZER et al., 2007). Ensaios de biodistribuicdo do Bj-PRO-10c em camundongos revelaram
que esse peptideo encontrava-se em altas concentracbes e permanéncia em rins de
camundongos, mesmo ap6s a saturacdo dos sitios ativos da ECA, com o captopril, inibidor
seletivo da ECA (SILVA et al., 2008).

Neste contexto, Guerreiro et al. (2009) mostraram que o Bj-PRO-10c levou ao aumento
da producdo de NO em células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) devido ao
aumento da atividade da enzima argininosuccinato sintetase (AsS), a enzima limitante da
velocidade de regeneracdo continua de L-arginina a partir de L-citrulina no ciclo NO-citrulina,
induzindo aumentos na produgdo de L-arginina e NO em culturas de células renais e endoteliais,
respectivamente. Elevacdes da concentracdo de L-arginina induzida por Bj-PRO-10c também
foram observadas in vivo. Demonstraram assim, que o Bj-PRO-10c foi capaz de ativar a enzima
AsS e aumentar os niveis de L-arginina tanto in vivo quanto in vitro.

Corroborando esses achados, o Bj-PRO-10c teve seu efeito anti-hipertensivo
parcialmente revertido pelo acido alfa-metil-DL-aspartico (MDLA), um inibidor da enzima
AsS. Esses resultados demonstraram que a enzima AsS desempenha um papel importante no
efeito anti-hipertensivo induzido por este decapeptideo. Aliado a uma maior seletividade ao
dominio C da ECA e a seu efeito hipotensor e potencializador de Bk observado apenas em
animais hipertensos, evidéncias da enzima AsS como novo alvo para tratamento de disfuncGes

endoteliais relacionadas com a deficiéncia de NO sdo relevantes e despertam atencdo para
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estudos com demais BPPs e de outras fontes bioldgicas (GUERREIRO et al., 2009; IANZER
etal., 2011; ARCANJO et al., 2015).

Outros estudos com o Bj-PRO-10c, investigando os efeitos do peptideos nos niveis de
L-arginina, producdo de NO e seus efeitos antiproliferativos em células de astroglioma C6,
demonstraram que este foi internalizado por essas células onde aumentam a concentracdo
intracelular de L-arginina em células C6, regula positivamente enzimas do ciclo da citrulina-
NO de modo dependente da dose, induzindo niveis de expressao do gene da enzima AsS e por
iss0, 0 Bj-PRO-10c sustenta a geracdo de NO (FONTANA DE OLIVEIRA et al., 2010).

O primeiro BPP descoberto por Ferreira e Rocha e Silva (FERREIRA; ROCHA E
SILVA, 1965) denominado como tal devido ao seu efeito farmacoldgico, foi o ponto de partida
de muitos estudos e ensaios biolégicos sobre BPPs, basicamente descrevendo novos peptideos
e testando seus efeitos farmacologicos, principalmente em compara¢do com o captopril,
conduziram a descoberta de varios outros BPPs de outras fontes bioldgicas, como venenos de
cobras de outras espécies (CHI et al., 1985; CINTRA; VIEIRA; GIGLIO, 1990), aranhas
(FERREIRA et al., 1996), escorpides (MEKI; NASSAR; ROCHAT, 1995; VERANO-BRAGA
et al., 2008) e secrecdes cutanea de anfibios (ARCANJO et al., 2015; CONCEICAO et al.,
2007).

O objetivo desta pesquisa € o papel de um especifico PRO, denominado BPP-
BrachyNHo>, isolado a partir da secrecdo cutanea do anfibio Brachycephalus ephippium, cuja
sequéncia de aminoacidos é Trp-Pro-Pro-Pro-Lys-Val-Ser-Pro, e sintetizado em sua forma
amidada. Descoberto e caracterizado com efeito vasorrelaxante de mesma poténcia do
captopril, este peptideo apresenta efeito inibidor in vitro da ECA, com uma possivel maior
seletividade pelo sitio ativo no dominio C da ECA (ARCANJO et al., 2015, 2017a). Em ensaios
de viabilidade celular in vitro e toxicidade aguda in vivo, o BPP-BrachyNH> demonstrou
auséncia de citotoxicidade e toxicidade nos modelos empregados (ARCANJO et al., 2017b). O
peptideo também apresenta efeito vasorrelaxante em modelo de disfuncdo endotelial induzido
por LPS em anéis de artérias de resisténcia isoladas do leito mesentérico de rato e da circulacao
coronéria de porco, efeito, possivelmente, envolvendo o aumento da producdo de NO
(ARCANJO, 2016).

Ressaltando que o potencial dos BPPs vao além da inibicdo da ECA (CAMARGO et
al., 2012; GUERREIRO et al., 2009; LAMEU; ULRICH, 2013; MORAIS et al., 2013), dentre
0s possiveis alvos mais importantes esta a enzima AsS. O BPP-BrachyNH, demonstrou que a

inibicdo da ECA ndo foi o Unico mecanismo envolvido no seu efeito vasorrelaxante em anéis
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de artéria aorta, sugerindo possiveis mecanismos independentes da inibicdo da ECA. Assim, 0s
resultados com o BPP-BrachyNH> nos levaram a especular se um mecanismo diferente, ndo
requerendo a participacao de Ang-I1 e Bk, poderia estar implicado nesta atividade (ARCANJO
etal., 2015).

Sendo a disfuncdo endotelial um evento fisiopatoldgico caracterizado pela reducao da
biodisponibilidade de NO que promove danos celulares, os BPPs apresentam importante
aplicacdo potencial para estudos que envolvem modelos experimentais de disfuncao endotelial.
Assim, os BPPs poderiam estar envolvidos na melhora da disfuncéo endotelial em doencas
relacionadas a deficiéncia de NO, e neste contexto, investigagdes envolvendo o papel da enzima

AsS séo sugeridos.
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3.2 Um novo alvo: Argininosuccinato sintetase

A L-arginina é considerada como um aminoacido semi-essencial ou condicionalmente
essencial, pois a capacidade do organismo em sintetiza-la em quantidades suficientes depende
do estagio de desenvolvimento e do estado de saide do individuo. A L-arginina € necessaria
em todos os tecidos do corpo humano para a sintese de proteinas e, em alguns tecidos, para
necessidades especializadas. Qualquer via biossintética de novo para a producdo de arginina
envolve a conversao do aminoacido L-citrulina em L-arginina pela acdo sequencial das enzimas
argininosuccinato sintetase (AsS) e argininosuccinato liase (AsL). A enzima AsS, passo
limitante da taxa na regeneracdo de arginina a partir de citrulina, catalisa a sintese de
argininosuccinato, adenosina monofosfato (AMP) e pirofosfato inorganico (PPi) a partir da
conjugacdo de citrulina, adenosina trifosfato (ATP) e aspartato. Uma vez formado, o
argininosuccinato é entdo clivado pela AsL para produzir L-arginina e fumarato (FIGURA 2)
(GOODWIN; SOLOMONSON; EICHLER, 2004; HAINES; PENDLETON; EICHLER,
2010).

Figura 2 — Via biossintética de novo para producdo de arginina (Adaptada de Haines; Pendleton;
Eichler, 2010).
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A enzima AsS foi identificada pela primeira vez no figado, como uma enzima limitante
na sintese de ureia e atualmente, é reconhecida como uma enzima onipresente nos tecidos de
mamiferos, tendo maiores valores encontrados no figado e nos rins, sua expressao, localizacéo
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e regulacdo diferem significativamente dependendo das necessidades especificas de arginina
do tecido. A enzima AsS desempenha um papel importante por ser limitante da taxa de sintese
no fornecimento de arginina para uma variedade de processos metabolicos uma vez que o
RNAmM e a atividade da enzima AsL foram encontrados para serem constitutivamente expressos
(HAINES; PENDLETON; EICHLER, 2010; XIE; GROSS, 1997).

A atividade da enzima AsS que leva a sintese de arginina contribui para trés principais
funces diferentes no organismo adulto dependendo da célula/tecido considerado: no figado, o
AsS e o AsL funcionam juntos como componentes do ciclo da ureia, na formacéo de arginina
a partir da citrulina. Nos rins, é responsavel pela producéo de arginina para todo o organismo
participando do ciclo citrulina-arginina. A descoberta do NO derivado a partir da arginina,
catalisada por NOS, revelou um novo papel para as enzimas AsS e AsL. Juntamente com a
NOS, elas funcionam como parte do ciclo de citrulina-NO em que AsS e AsL convertem a
citrulina em arginina, que depois é oxidada para formar NO e citrulina pela NOS (GOODWIN;
SOLOMONSON; EICHLER, 2004; HUSSON et al., 2003).

A enzima AsS ¢é limitante da taxa da reciclagem de citrulina em arginina, o substrato
necessario para a producao de NO pela enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) sendo a
funcéo do ciclo citrulina-NO como um todo crucial para a producdo de NO. Esse sistema esta
fortemente acoplado e foi implicado como a fonte primaria de arginina para a producdo de NO
mediada por eNOS. Embora ambas as concentracOes extracelulares e intracelulares de arginina
serem superiores aos valores do Km aparente de arginina por eNOS, e da existéncia dos sistemas
disponiveis de transporte de arginina, a producdo de NO ainda parece ser limitado pela
disponibilidade de arginina, sendo um fator chave que limita a sintese de NO. Este fenébmeno é
denominado “paradoxo da arginina”, pois apesar da existéncia de sistemas de transporte
disponiveis que supostamente fornecam a arginina utilizada para a producdo de NO, esta
producdo é limitada pela capacidade de regenerar a arginina a partir da citrulina (CORBIN et
al., 2008; GOODWIN; SOLOMONSON; EICHLER, 2004).

O NO por ser um composto de radical livre, de alta reatividade, ndo pode ser
armazenado dentro das células produtoras de NO, sua capacidade de acdo deve ser controlada
nos niveis de sintese e biodisponibilidade local. Assim, embora a enzima eNOS seja
criticamente importante para o controle temporal e espacial da produgdo de NO vascular, a
funcdo do ciclo de citrulina-NO como um todo é essencial, ja que as enzimas a enzimas AsS e
AsL reciclam a L-citrulina em L-arginina, o principal substrato da eNOS na producéo de NO

nas células endoteliais. Suportando a ideia do papel central da AsS e sua coordenada regulacdo
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com a eNOS, pesquisadores sugerem estudos adicionais para fornecer uma compreensao total
de um sistema tdo importante (HAINES et al., 2012; HAINES; PENDLETON; EICHLER,
2010).

Figura 3 - Ciclo de citrulina-NO (adaptada de Haines; Pendleton; Eichler, 2010).
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Estudos de Corbin e colaboradores, em 2008, voltados em demonstrar o importante
papel da enzima AsS na regulacdo da producdo de NO, mostraram que a expressdo da enzima
AsS ¢é regulada de forma consistente com sua fungdo no suporte a producdo de NO mediada
pela eNOS, sendo a AsS fosforilada nas células endoteliais pela proteina quinase A (PKA) em
resposta a estimulacéo do fator de crescimento endotelial vascular, estudos ja demonstrados por
Xie e Gross, em 1997, onde a superexpressdo da enzima AsS em células musculares lisas
vasculares (CMLV) aumenta a producdo de NO quando essas sdo estimuladas com LPS e
interferon gama (IFN-y).

Estudos em 2004, por Hao, Xie e Gross mostraram que a enzima AsS pode ser inativada
por nitrosilagdo reversivel em resposta ao tratamento com o LPS em CMLYV, sob condicdes de
producéo excessiva de NO via INOS, sugerindo também que a atividade da AsS é pelo menos
parcialmente responsavel pela producdo dos niveis de NO celular. Apresentando que a
nitrosilacdo possa fornecer um mecanismo de retroalimentacdo no qual o NO pode limitar a

disponibilidade de arginina em células produtoras de NO.
30



A arginina enquanto Unico substrato fisioldgico para a reacdo da enzima NOS, é
responsavel pela determinagédo da taxa de producdo de NO celular através da regulacdo de sua
disponibilidade. Hattori e colaboradores mostraram que imunoestimulantes, como LPS e IFN-
v, induzem uma via metabolica em CMLVs, permitindo regenerar a arginina a partir da citrulina
pela acdo das enzimas AsS e AsL, mostrando que o tratamento com LPS in vivo alteraria a
expressao tecidual das enzimas AsS e AsL, e sugerindo assim que um aumento na capacidade
de conversao de citrulina em arginina pode ter um papel fundamental na formacao de NO in
vivo quando a arginina se torna limitante (HATTORI; CAMPBELL; GROSS, 1994;
HATTORI; SHIMODA; GROSS, 1995).

Recentemente, a AsS foi identificada como outro potencial alvo para os PROs da Bj
(SILVA etal., 2008). O Bj-PRO-10c é um inibidor seletivo do dominio C da ECA (CAMARGO
et al., 2012), e também modula cineticamente a atividade da AsS in vitro e in vivo, a ligacao do
Bj-PRO-10c a AsS aumenta a afinidade enzimética por ATP e citrulina (GUERREIRO et al.,
2009), induzindo a producdo de NO nas células endoteliais e reducdo da pressdo arterial
(IANZER et al., 2011; MORAIS et al., 2011, 2013).

As fungdes do NO sédo controladas em niveis de biossintese e disponibilidade, porque
ndo pode ser armazenado. Como potencialmente todas as propriedades fenotipicas das células
endoteliais que funcionam normalmente estéo relacionadas ao NO, sua produg&o é rigidamente
controlada. Esse controle rigoroso requer maltiplos mecanismos regulatérios. Um desses
mecanismos € a regulacdo da expressdo das enzimas do ciclo citrulina-NO, envolvendo néo
somente a regulacdo da enzima eNOS, mas também a regulacdo da enzima AsS (CORBIN,
2008). De tal modo, a enzima AsS representa um promissor alvo para aplicagdo dos PROs no
tratamento de disfuncdes endoteliais.
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3.3 Endotélio, 6xido nitrico e biologia vascular

O endotélio é caracterizado como uma interface ampla e seletivamente permeavel, que
separa compartimentos vascular e intersticial do corpo e serve como peneira, regulando o
transporte de fluidos e macromoléculas. Sendo o endotélio uma monocamada continua de
células que reveste a parede interna dos vasos sanguineos envolvendo o sangue circulante, as
células endoteliais sdo muito mais do que uma barreira semipermeavel entre o sangue e 0
mausculo liso vascular, elas ocupam uma localizacdo estratégica entre a circulacéo e os tecidos.
Assim, o endotélio desenvolve um diversificado repertério de fungBes metabdlicas do
endotélio, que inclui a biossintese e degradacdo de mediadores vasoativos, 0 tamponamento
enzimatico de espécies reativas de oxigénio, o transporte e metabolismo de lipoproteinas, a
secrecdo e remodelacdo enzimatica de componentes da matriz extracelular, elaboracdo de varios
fatores de crescimento, citocinas e substancias semelhantes a horménios, e a biossintese de
prostaglandinas e outros autocoides potentes. A partir da perspectiva da Bioengenharia, as
células endoteliais que compdem o revestimento de parte do sistema cardiovascular funcionam
como transdutores biomecanicos locais, detectando e traduzindo as diversas forcas conferidas
pelo fluxo pulsatil de sangue em respostas bioldgicas (GIMBRONE; GARCIA-CARDENA,
2016; VANHOUTTE et al., 2017).

Portanto, o que era considerada uma mera barreira de difusdo que impedia 0 acesso das
células sanguineas a matriz vascular, atualmente, o endotélio vascular é caracterizado como um
Orgdo que apresenta uma interface protetora biocompativel, adaptavel dinamicamente e, no
nivel celular, um integrador do meio fisiopatolégico local, um agente predominante no controle
da fluidez do sangue, das plaquetas, agregacao e tonus vascular, sendo importante na regulagéo
da imunologia, inflamacéao e angiogénese. Considerando assim, o sistema endotelial como um
Orgdo metabdlico e enddcrino ativo por si s6 que, pela sua localizacdo estratégica, permite a
manutencéo da homeostase vascular (FELETOU, 2011; GIMBRONE; GARCIA-CARDENA,
2016; VANE; ANGGARD; BOTTING, 1990; VANHOUTTE et al., 2017; VERMA;
BUCHANAN; ANDERSON, 2003).

Quando ocorre uma disfuncdo dessa barreira, esse equilibrio é interrompido,
predispondo, em um sentido geral, maltiplas alteracbes ndo adaptativas em seu fenotipo
funcional normal, com implicacbes importantes para a regulacdo da hemostasia, o tonus
vascular local, o equilibrio redox e a orquestragio da inflamag&o aguda e cronica (FELETOU,
2011; GIMBRONE; GARCIA-CARDENA, 2016; VANHOUTTE et al., 2017)
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A evidéncia inicial de que endotélio vascular é componente fundamental na regulacéo
do tdnus vascular foi demonstrada a partir da década de 80, quando Furchgott e Zawadzki
(1980) descreveram pela primeira vez que o relaxamento induzido pela acetilcolina dependia
da presenca de um endotélio integro e demonstraram que a célula endotelial modula o ténus
vascular mediado através da liberacdo de um potente fator humoral, que causava o relaxamento
do musculo liso vascular, que eles chamaram de “fator de relaxamento derivado do endotélio”,
ou EDRF, porque relaxou o musculo liso vascular subjacente (FURCHGOTT; ZAWADZKI,
1980).

Em 1987, Ignarro e colaboradores verificaram que o EDRF liberado das células
endoteliais tinha a capacidade de estimulacdo da guanilil-ciclase soltivel (GCs) nas células do
musculo liso, dando origem a subsequente formacdo de monofosfato de guanosina ciclico
(GMPc) que induzia ao relaxamento e a possivel identidade de EDRF como NO foi apontado,
um composto caracterizado em 1977 por Ferid Murad que, quando liberado por nitratos,
causava relaxamento em células musculares lisas (IGNARRO et al., 1987; KATSUKI et al.,
1977). De acordo, Moncada e colaboradores, em estudos com cultura de células endoteliais
adrticas de porco, descobriram uma enzima no endotélio vascular, chamada éxido nitrico
sintase, que gera NO a partir do aminoacido L-arginina, a especificidade estrita do substrato
desta reacdo levou a concluirem que a L-arginina seria um intermediario instavel para a sintese
de NO nas células endoteliais. A NOS é uma enzima constitutiva, dependente de célcio e
calmodulina e libera picomoles de NO em resposta a estimulacdo do receptor. Moncada e
colaboradores foram os primeiros a mostrar um inibidor competitivo dessa enzima, o analogo
metilado da L-arginina, N® -monometil-L-arginina, fornecendo uma importante ferramenta
para investigar a relevancia do NO em processos biolégicos (MONCADA; HIGGS, 1993;
PALMER; ASHTON; MONCADA, 1988; REES et al., 1989).

O NO é um gas altamente difusivel, tem alta afinidade com o heme, encontrado em
proteinas intracelulares (6xido nitrico sintase, cicloxigenase e guanilato ciclase) e também se
liga a grupos -SH, formando tiol. A producdo enzimatica do NO a partir do
aminodacido L- arginina é mediado por uma familia de trés isoenzimas, as isoformas
endotelial (eNOS) e neuronal (NNOS), possuem mecanismos de ativagdo constitutivo e
geram NO para fins de sinalizagdo celular. S&o altamente reguladas por mecanismos de
transcricdo e pos traducionais, incluindo fosforilagcdo, acetilacdo, interacdo proteina-
proteina, S-nitrosilacdo e S-glutationa. Por outro lado, iNOS € regulada principalmente

através da transcricdo génica sob condicdes de estresse pro-inflamatério e oxidativo,
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induzida por citocinas e agentes inflamatorios resultando na liberacdo de NO em maiores
quantidades durante reacGes inflamatdrias ou imunoldgicas de defesa e estd envolvida no
dano tecidual do hospedeiro. O mecanismo classico de ativacao das isoformas constitutivas é
dependente do calcio (Ca®"), enquanto a iNOS independe da elevacdo das concentracoes
intracelulares de Ca®*, por causa da alta afinidade da ligacdo da enzima com a calmodulina
(DIAS; NEGRAO; KRIEGER, 2011; FARAH; MICHEL; BALLIGAND, 2018;
MONCADA; ERUSALIMSKY:, 2002).

A producdo de NO é estritamente regulada nas células endoteliais vasculares, 0 NO
impede ndo apenas a constricdo vascular anormal, que leva a formacdo de coégulos
intraluminais, mas também inibe a agregacao de plaquetas, a expressao de moléculas de adesédo
na superficie das células endoteliais e, portanto, a adesdo e penetracao do células de defesa. O
comprometimento dessa regulacéo esta associado a fatores de risco que comprometem a fungéo
endotelial (HAINES et al., 2012; VANHOUTTE et al., 2017).

Figura 4 — NO derivado do endotélio: Producdo e AcOes bioldgicas (Adaptada de
GIMBRONE; GARCIA-CARDENA, 2016).
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3.4 Disfuncéo endotelial e NO

Como principal regulador da homeostase vascular, o endotélio mantém o equilibrio
entre vasodilatacdo e vasoconstri¢éo, inibicdo e promocéo da migracéo e proliferacédo de células
musculares lisas, fibrindlise e trombogénese, bem como prevencdo e estimulagdo da adeséo e
agregacdo de plaquetas. Perturbar este equilibrio rigidamente controlado leva a disfuncéo
endotelial. Embora frequentemente, estudos relatem disfuncdo endotelial como perda da
capacidade vasodilatadora, em resposta a um estimulo de NO, o termo disfuncédo endotelial
abrange um defeito generalizado em todos os mecanismos homeostaticos, implicando reduzida
atividade bioldgica do NO, causada tanto pela redugdo na sintese como pelo aumento da
degradacdo e consequente diminuicdo da biodisponibilidade de NO e/ou desequilibrio na
contribuicdo dos fatores de relaxamento e contracdo derivados do endotélio. (GIMBRONE;
GARCIA-CARDENA, 2016; SENA:; PEREIRA; SEICA, 2013; VERMA; ANDERSON,
2002).

Quase todas as fungdes normais das células endoteliais vasculares sdo dependentes ou
afetadas pela atividade bioldgica do NO. Assim, a perda localizada do revestimento endotelial
e consequente comprometimento da producdo de NO endotelial é frequentemente um
mecanismo patogénico comum pelo qual fatores de risco cardiovasculares como
hipercolesterolemia, hipertenséo, tabagismo, homocistinemia, inflamacdo vascular e diabetes
mellitus promovem seus efeitos deletérios na parede vascular. Quando desafiado com certas
citocinas pré-inflamatérias ou produtos bacterianos (por exemplo, endotoxinas), as células
endoteliais passam por um programa coordenado de ativagdo génica que, reversivelmente,
altera muitas dessas propriedades funcionais vitais, logo servindo como uma resposta
adaptativa a estimulos potencialmente nocivos (SENA; PEREIRA; SEICA, 2013;
GIMBRONE; GARCIA-CARDENA, 2016).

A producdo de NO endotelial € suportada por reacdes catalisadas pela eNOS, AsS
e AsL, que sdo componentes centrais do ciclo citrulina-NO (HUSSON et al., 2003). O principal
papel da catalise de AsS e AsL esta na conversdo da citrulina em arginina, o substrato utilizado
pela eNOS para produzir NO e citrulina (XIE et al., 2000; XIE; GROSS, 1997). A enzima AsS
é limitante no ciclo citrulina-NO e, como tal, é necessario para manter a funcao endotelial e a
viabilidade celular (GOODWIN; SOLOMONSON; EICHLER, 2004).

Em um quadro de disfungéo endotelial, a funcionalidade do NO diminui de tal forma

gue a lesdo estrutural e funcional da parede vascular se desenvolve como consequéncia da
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diminuicdo da vasodilatacdo, aumento da agregacdo plaquetaria, trombose e inflamagéo,
exacerbando ainda mais a disfuncéo vascular. Sendo assim, o NO é considerado um regulador
chave na manutencéo da satude vascular (HUYNH; CHIN-DUSTING, 2006).

Assim, no ambiente vascular, a reducdo na biodisponibilidade do NO e acompanhado
da disfuncgdo endotelial determinam o inicio de alteragdes ndo adaptativas no fenotipo funcional
como alteragbes no tonus, disfungbes trombdticas, proliferacdo e migracdo de células
musculares lisas, e adesdo de leucocitos. Ocorre também o0 aumento da producéo de espécies
reativas de oxigénio, que podem reduzir a disponibilidade de NO endotelial por diferentes vias,
como inativacdo direta do NO por superoxido, com formacdo de peroxinitrito (ONOO");
reducdo na expressao e na atividade das sintases do NO, devido mudancas nos seus substratos
ou cofatores, e no aumento dos niveis de dimetilarginina assimétrica (ADMA), inibidor
enddgeno de NOS; e, ainda, o desacoplamento da NOS endotelial causado pela oxidagédo
aumentada de tetra-hidrobiopterina (BH4) (DIAS; NEGRAO; KRIEGER, 2011).

O NO também pode funcionar como um importante mediador em alguns processos
patoldgicos. Em células endoteliais cultivadas, foi demonstrado que LPS de Escherichia coli
e citocinas inflamatorias sdo capazes de aumentar a liberagdo de NO endotelial mediada por
agonista, uma vez que o LPS provoca um aumento imediato na liberacdo de NO das células
endoteliais pela ativagdo da iINOS (GRYGLEWSKI; BOTTING; VANE, 1988; MONCADA;
HIGGS, 2006; SALVEMINI et al., 1990; VANE; ANGGARD; BOTTING, 1990).

Durante uma infeccdo, macréfagos infectados importam arginina extracelular para,
preferencialmente, produzir NO via iNOS gerando o subproduto citrulina. Qualls et al. (2012)
apresentaram dados de que ao longo do tempo de infeccdo, a arginina se torna limitante, e os
macrdfagos utilizam o metabolismo de citrulina, mediado por AsS para regenerar a arginina
como fonte secundaria para a producdo de NO. A citrulina é entdo exportada de macréfagos
durante os estagios iniciais da producdo de NO com retencdo de menos de 2% para reciclagem
através da via AsS-AsL. Mais tarde, a arginina extracelular € depletada, e a expressao de AsS
permite que macrofagos sintetizem arginina a partir de citrulina importada para sustentar a saida
de NO.

Os mesmos autores, destacaram ainda que macrdéfagos deficientes em AsS nao
conseguem recuperar a citrulina em condicGes escassas em arginina intracelular, fato ja
comprovado por Hecker et al. em 1990, levando a sua incapacidade de controlar a
infeccdo. Assim, a arginina extracelular suporta o aumento inicial na producdo de NO em

macrofagos ativados, e esses realizam a reciclagem de citrulina via AsS e AsL. Assim,
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concluiram que a expressdo de AsS/AsL funciona como um sistema a prova de falhas para
sustentar a producéo de NO, caso a arginina extracelular se esgote do meio (QUALLS et al.,
2012).

Estudos realizados por Nagasaki et al. (1996), mostraram pela primeira vez que a INOS,
a AsS e a AsL sdo co-induzidas por LPS in vivo. Analisando a expresséo da isoenzima iNOS e
das enzimas AsS e AsL, em ratos tratados com LPS, estudos demonstraram através de analise
imunoistoquimica que macréfagos do baco ndo expressavam iNOS e AsS antes do tratamento
com LPS e expressavam fortemente tanto iNOS como AsS apds este tratamento. E corroboram
com o existéncia de um retardo na expresséo das enzimas AsS e AsL em relacdo a expressao
da isoenzima iNOS relatado por Qualls et al. (2012), onde conseguiram demonstrar que 0
RNAmM da iNOS é induzido rapido e fortemente, aumentando em 2h atingindo quase 0 maximo
em 6 horas de tratamento. E por outro lado, 0 RNAmM da AsS é induzido de forma um pouco
mais lenta, comecando a aumentar apds 2 horas, atingindo seu méaximo também apos 6 horas
de tratamento. O RNAm da AsL foi induzido fracamente e aumentou com uma cinética
semelhante a do RNAm da AsS, mostrando que a iNOS, AsS e AsL sdo co-induzidas por LPS
em baco de rato.

Devido ao papel obrigatério da L-arginina na sintese de NO, atencdo consideravel tem
sido focada na importancia da disponibilidade de L-arginina na producdo vascular de NO.
Evidéncias apontam que a deficiéncia de L-arginina é a principal etapa limitadora da taxa na
sintese de NO. No entanto, a afinidade da eNOS para a L-arginina é baixa (~2-3 uM) ¢ a
quantidade de L-arginina nas células endoteliais é centenas de vezes maior (40840 puM),
sugerindo que uma deficiéncia de substrato seria uma causa unitaria improvavel de disfuncéo
da eNOS e que mecanismos adicionais de disfuncdo devem existir (BAYDOUN et al., 1990;
CHEN; LUCAS; FULTON, 2013; MCCABE et al., 2000).

Assim, a fonte de arginina necessaria para sustentar a producdo de NO nas células
endoteliais foi investigada e debatida. Parte desse debate pareceu estar resolvida em 1997,
quando McDonald et al. documentaram a existéncia de um complexo caveolar entre CAT 1 e
eNOS em células endoteliais de artéria pulmonar de porco, complexo que fornecia um
mecanismo para uma entrega dirigida do substrato arginina para eNOS. Com a constatacdo de
que o transportador CAT 1, o principal transportador de arginina para células endoteliais,
colocalizava-se com eNOS em cavéolas, sugeriu-se que a producdo de NO endotelial era

mantida através do transporte extracelular de arginina. No entanto, outras evidéncias
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persistiram, demonstrando que a produgdo endotelial de NO foi limitada pela capacidade de
regenerar a arginina da citrulina (GOODWIN; SOLOMONSON; EICHLER, 2004).

A presenca de CAT 1 em cavéolas da membrana plasmatica e a capacidade de
extracelular L-arginina para estimular a liberacdo de NO em células com niveis abundantes de
L-arginina levou & hipotese de que a L-arginina existe em compartimentos subcelulares ndo
intercambidveis que ndo atinge eNOS em concentragfes suficientes via canalizacdo de
metabolitos. Embora existam dados sugestivos para a existéncia desses pools, faltam evidéncias
diretas e um mecanismo para o0 sequestro de L-arginina (CLOSS et al., 2004; SIMON et al.,
2003).

As células endoteliais podem manter seus niveis de L-arginina apesar da liberacéo
continua de NO (MITCHELL et al., 1990), sugerindo a existéncia de mecanismos para a
recuperacdo do substrato. De fato, a L-citrulina, o subproduto da geracdo de NO dependente de
eNOS, pode ser convertida de volta para L-arginina através das acdes sequienciais da AsS e AsL
(HECKER et al., 1990). A co-localizao de AsS/AsL com eNOS em caveolae membrana
plasmatica sugere que a reciclagem da L-arginina a partir de L-citrulina é uma fonte
significativa de NO (FLAM et al., 2001; SOLOMONSON et al., 2003).

Para apoiar a proposta de que se a producéo de arginina a partir de citrulina, catalisada
pelas enzimas AsS e AsL, fornecesse uma fonte essencial de arginina para producéo de NO em
células endoteliais, uma reducdo da expressao da proteina AsS resultaria em uma diminuigéo
na quantidade de NO produzida por estimulacdo, apesar dos niveis saturantes de arginina
extracelular. Para tal, foi realizado a analise de RNA de interferéncia para reduzir seletivamente
a expressdo de AsS, pelo seu Unico papel metabdlico conhecido em células endoteliais ser a
regeneracdo de L- arginina a partir de L-citrulina. A reducdo na expresséo de AsS resultou em
uma diminuicdo de 56% na producdo de NO por estimulo, quando comparado ao controle,
demonstrando o papel essencial da AsS na producdo de NO endotelial. Esses resultados
evidenciam que niveis suficientes de AsS devem ser expressos para manter a producao de NO
e que a regeneracao de arginina desempenha um papel essencial na producao de NO estimulada
nas células endoteliais, mesmo na presenca de excesso de arginina(QUALLS et al., 2012).

Evidéncias anteriores do mesmo grupo, que identificaram a co-localizacdo em cavéolas
plasmaticas da NOS, e das enzimas envolvidas na regeneracéo da arginina, AsS e AsL, mostrou
que a citrulina extracelular era tdo eficaz como a arginina para a estimulacdo da producéo de
NO, mesmo em meios contendo niveis saturantes de arginina. Como os niveis extracelulares de

citrulina ndo tiveram efeito sobre os niveis de arginina intracelular, esses resultados sugeriram
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que o aumento da citrulina na produgdo de NO foi mediado pela regeneracdo da arginina
direcionada a producdo de NO (FLAM et al., 2001). E ainda apresentaram, resultados que
apoiam fortemente ndo apenas a existéncia de um pool separado de arginina para a producgéo
de NO, mas também sugeriu a canalizacdo de substratos que exigiriam uma associagdo
funcional entre a producdo de NO e regeneragdo de arginina.

Em outras palavras, Goodwin, Solomonson e Eichler (2004) sugeriram que 0 aumento
da expressdo de AsS resultou no aumento da capacidade de fornecer o substrato necessario para
sustentar a producéo elevada de NO, e demonstrou que um ciclo funcional de citrulina-NO ¢
essencial para a producdo de NO endotelial. Portanto, direcionar um aumento na atividade da
AsS nas células endoteliais pode fornecer uma alternativa farmacolédgica para melhora do
quadro de disfuncdo endotelial, embasando-se na hipotese de que a sintese de NO endotelial €
dependente da disponibilidade de um pool especifico de arginina mantido através da conversdo
de citrulina em arginina pelas enzimas AsS e AsL.

Terapias tém sido estudadas para restaurar a sinalizacao fisioldgica do NO, seja pela
restauracao da producéo e biodisponibilidade do NO ou pela segmentacédo de elementos de
sinalizacdo a jusante da producdo de NO. Varias estratégias terapéuticas visam restabelecer
a biodisponibilidade do NO) aumentando a sinalizacdo a montante através do uso
de agonistas dos receptores B 3 -adrenérgicos, aumentando a atividade da NOS através do
uso de um inibidor da arginase, sulfeto de hidrogénio (H2S), BHa, ou folato, ou aumentando
a producdo de NO através de reducdo de nitrito. Estratégias alternativas visam a elementos
a jusante da via de sinalizacdo NOS-NO aumentando a atividade da guanilato ciclase soltvel
(GCs) ou aumentando os niveis de GMPc via inibi¢do da fosfodiesterase (por exemplo,
fosfodiesterase tipo 5; PDE5) (FARAH; MICHEL; BALLIGAND, 2018). Seguindo essa
linha, esse estudo visa estudar uma outra via para a restauracdo da producdo e
biodisponibilidade através da ativacdo da via responsavel pela producéo de citrulina, através
das enzimas AsS e AsL, que é o precursor para a producdo de arginina, o substrato na

producdo e NO.
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3.5 Modelagem molecular

Dado que as interacdes receptor-ligante tém papel importante em muitas fungdes
biolégicas em um organismo vivo, a definicdo das estruturas dos complexos receptor-ligante
envolvidos nestas interacdes é essencial para revelar os processos bioldgicos, investigar o0s
mecanismos que interagem entre as proteinas e identificar os residuos cruciais em interagdes
que sdo importantes para a descoberta de drogas. A ancoramento receptor-ligante esta atraindo
cada vez mais atencdo na pesquisa de descobertas de possiveis alvos farmacoldgicos, devido ao
seu potencial em prever interacdes receptor-ligante e identificar residuos envolvidos em sitios
de ligagdes na interface receptor-ligante (HUANG, 2014)

Estudos envolvendo a interacdo receptor-ligante tem sido uma ferramenta importante na
elucidacdo de novos farmacos e alvos farmacoldgicos, uma vez que essa interacdo participa de
vias bioldgicas extremamente importantes que envolve receptores. Compreender a estrutura
fisica e a fungdo para uma determinada toxina animal é necessaria para entender os eventos
moleculares na origem da atividade dessa toxina. Uma melhor compreensédo do seu papel na
toxicidade do veneno e a elucidacdo de suas estruturas ajudam a entender melhor as
interag0es receptor-ligante, bem como seus receptores/canais i0nicos. Desta forma,
ferramentas computacionais que séo capazes de obter a estrutura proteica de receptores, prever
como a ligacéo ocorre e a energia livre da interacdo envolvida da ligagéo receptor-ligante, vém
sendo desenvolvidas com o intuito de entender as intera¢cbes moleculares relacionadas com a
afinidade e especificidade da toxina e também, no intuito de amenizar os custos e complementar
informacdes aos dados experimentais (HUANG, 2014; OJEDA et al., 2017).

A modelagem molecular pode fornecer informagdes estruturais e compreensédo
teérica que ndo sdo facilmente derivaveis de resultados experimentais. A modelagem
molecular consiste na construcdo e manipulacdo de moléculas estudadas mais proximas do
real e compreende as formas de simular o comportamento de moléculas e sistemas
moleculares. Varias técnicas de modelagem molecular séo utilizadas para compreender as
interacGes moleculares existentes na origem da afinidade e especificidade da toxina. As
abordagens de ancoramento (do inglés, docking) usam um algoritmo para produzir um
grande nimero de “posi¢cdes” ancoradas, isto &, encaixes, que sdo agrupadas e classificadas
usando 0 conhecimento de experimentos ou com base em uma funcdo de

pontuacdo. Facilitando assim, a interpretacdo da relacdo entre a estrutura e atividade

40



bioldgica e possibilitando que a quimica tedrica atue como ferramenta de apoio em anélises
e interpretacdo de dados experimentais (BIELSKA et al., 2011; OJEDA et al., 2017).

As estratégias de pesquisas de busca nos algoritmos de ancoramento receptor-ligante
atualmente disponiveis levam em consideracfes a amostragem, processo de busca que gera
possiveis orientacfes de ligacdo e/ou conformacdes entre duas moléculas; e a pontuacéo,
medicdo da tensdo de ligacdo e/ou pontuacdo entre duas moléculas em um modo de ligagé&o.
A estratégia de busca no encaixe receptor-ligante utilizado nesta pesquisa € o algoritmo de
pesquisa denominado busca aleatdria, onde uma proteina é fixa e a outra proteina € colocada
aleatoriamente em torno do local de ligagdo para uma pesquisa local ou em torno de toda a
molécula de proteina estatica para uma pesquisa global. Em seguida, o panorama da energia
de ligacdo é estudado otimizando a orientacdo relativa usando algoritmos aleat6rios na
esperanca de encontrar o minimo global correspondente ao estado de ligacdo nativo
(FIGURA 5) (HUANG, 2014).

Figura 5 — llustracdo de algoritmos de busca aleatdria na ancoramento proteina-
ligante(Adaptado de Huang, 2014).

orientagédo de busca aleatoéria no panorama conformagio da
partida aleatoria da energia de ligacao ligagao final

A previsdo por computador da interacdo entre enzimas e pequenas moléculas ja avangou
ao ponto de permitir a previsao precisa de conformagdes e constantes de ligacdo. O programa
AutoDock é um conjunto de programas que permite prever uma ancoramento computacional,
com cerca de uma duzia de graus de liberdade de torcédo, e o campo de forca de energia livre
empirica fornece energias previstas. A técnica combina o remodelamento simulado para
pesquisa de conformac6es com um método rapido de avaliacdo de energia baseado em grade.

Para analisar complexos biomoleculares usando ancoramento computacional, 0 primeiro passo
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é preparar o0s arquivos de coordenadas para a molécula de encaixe e a molécula alvo. O segundo
passo é o calculo da grade de afinidade para a molécula alvo. Na terceira etapa, a molécula de
encaixe € encaixada na grade de afinidade e, finalmente, os resultados sdo analisados
(GOODSELL, 2009; GOODSELL; MORRIS; OLSON, 1996).

Existem vérios softwares para realizacdo do ancoramento entre ligante-receptor e para
ancoramento proteina-proteina. No presente trabalho foram utilizados os softwares AutoDock
4.2, AutoDock Tools (versdo 1.5.6), com a finalidade de observar as interacdes do BPP-
BrachyNH> e da L-citrulina com a enzima AsS. Identificando assim, a regido responsavel pela

possivel atividade da molécula.

42



4. Material e Métodos

4.1 Sintese do peptideo

O BPP-BrachyNH:> foi obtido com colaboracdo da Prof. Dra. Paula Gomes, do
Departamento de Quimica e Bioquimica da Universidade do Porto (Porto, Portugal), por sintese
quimica em fase solida, e sua pureza e identidade foram verificadas por MALDI-TOF/TOF
MS/MS (ARCANJO et al., 2015, 2017b).

A sintese do BPP-BrachyNH: foi realizada manualmente com um padréo quimico Fmoc
(N-(9-fluorenil)metoxicarbonil) (FIELDS; NOBLE, 1990) iniciando a partir de uma resina
Rink-amida-MBHA (0,59 mmol-g?, Peptides International, Louisville, KY, EUA).
Aminoacidos protegidos por Fmoc (Peptides International, Louisville, KY, EUA) foram
utilizados em 4 vezes em excesso em relagdo a escala nominal de sintese (1,2 mmol).
Acoplamentos foram realizados com 1,3-diisopropilcarbodiimida/acetato de etil-2-ciano-2-
hidroximina (DIC/Oxima) em N,N-dimetilformamida (DMF) por 2-3 h. Os grupos protegidos
das cadeias laterais foram tert-butyl para Ser, e Boc para Lys e Trp. Grupos desprotegidos foram
conduzidos por 4-metilpiperidina (1:4, v:v) por 20-30 min. A remog&o da protecdo da cadeia
lateral e clivagem do peptideo da resina foi realizada com o uso de 10,0 mL de
TFA:4gua:tioanisol:etanoditiol:triisopropilsilano (86:5:5:2,5:1, v:v:v:v:v) com adi¢do de 1 g de
fenol por 90 min em temperatura ambiente sob agitacdo. Apds evaporacao do solvente com
nitrogénio, o peptideo foi precipitado pela adicdo de éter isopropilico gelado, coletado por
filtracdo e lavado quatro vezes. A extracdo foi realizada com 200 mL de H2O:ACN (1:1, viv) e
0 peptideo bruto foi liofilizado. A purificacdo foi realizada em HPLC Shimadzu com uma
coluna Cig Vydac (150%4,6 mm) e um gradiente linear de ACN (12-35%; 25 min) em TFA
0,05%. SolucGes-estoque dos peptideos foram preparadas em agua e suas concentracdes foram
determinadas de acordo com o indice de absortividade molar do triptofano (5550 M*-cm™) em
280 nm.

4.2 Animais

Para os experimentos em artéria mesentérica, foram utilizados ratos Wistar machos
(250-300 g, 12-14 semanas) adquiridos comercialmente e mantidos no Biotério do Bartholin’s

Building do Departamento de Biomedicina da Universidade Aarhus, Dinamarca. Os animais
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foram mantidos em condicGes controladas de iluminacéo (ciclo 12h claro/escuro) e temperatura
(21 2°C), com livre acesso a agua e alimentagdo. Os animais foram eutanasiados por
decapitacdo antecedida por anestesia com tiopental sédico (50mg/kg) + lidocaina (10 mg/kg),
seguida de exsanguinacdo. O leito mesentérico foi imediatamente removido e imerso em
solucdo fisioldgica salina de Mulvany (Mulvany-PSS) gelada (5°C), previamente aerada com
mistura de CO2 5%, O2 21% e N2 74%, e contendo (em mM): NaCl, (119); KCI (4,7);
CaCl>-2H20 (1,6); MgSO4-7H20 (1,17); NaHCOs (25); KH2PO4 (1,18); EDTA (0,026); e
glicose (5,5) (HEDEGAARD et al., 2016). Os procedimentos de anestesia e eutanasia dos
animais foram aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA) da UFPI (Parecer
N° 457/18) e os experimentos foram realizados de acordo com o Guia ARRIVE (KILKENNY
etal., 2010).

4.3 Isolamento das artérias, preparacdo dos anéis e normalizacao

Segmentos dos terceiros ramos da artéria mesentérica superior de ratos foram livres de
tecido perivascular e isolados com auxilio de estereomicroscopio (FIGURA 6), dissecados em
anéis entre 1,5-2,0 mm de comprimento e 200-300 um de didmetro, € montados entre dois fios
de aco de 40 pm em miodgrafo do tipo Mulvany-Halpern (DMT 310M, Danish MyoTechnology,
Aarhus, Dinamarca) para registros de tensdo isométrica. As preparac6es foram mantidas a 37°C
e aeracdo constante com mistura de CO2 5%, Oz 21% e N2 74%. Apo6s 30 minutos de
estabilizacdo, as preparacGes foram submetidas a procedimento de normalizacdo, onde as
artérias foram tensionadas em 90% de Clioo (Cloo), definida como a circunferéncia interna (Cl)
da artéria exposta a pressdo transmural del3,3 kPa (100 mmHg) (MULVANY; HALPERN,
1977). Os célculos de normalizag&o e Clgo foram realizados pelo aplicativo DMT Normalization
(Danish MyoTechnology, Aarhus, Dinamarca), parte integrante do software LabChart 5.0
(ADInstruments, Sydney, Australia).
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Figura 6 — (A) Leito mesentérico dissecado; (B) Montagem do miografo (imagens adaptadas
de BRIDGES et al., 2011) e ilustracdo da circunferéncia interna da artéria e (C) Grafico

representativo da resposta do vaso a estimulos de contracao e relaxamento.
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4.4 Teste de viabilidade funcional das artérias mesentéricas

Trinta minutos apds a normalizacdo, a viabilidade das preparacdes foi avaliada através
de duas contragdes induzidas por noradrenalina (NA 10> M) de 3 min de duragdo cada, seguidas
de lavagem com PSS e estabilizacdo de 5 min. A presenca de endotélio funcional foi avaliada
pela adicéo de acetilcolina (ACh 10° M) em preparagdes pré-contraidas com noradrenalina (NA
3x10%M). As preparacdes incluidas no estudo apresentaram o minimo de 60% de relaxamento
em resposta & ACh (10° M), indicando a presenca de endotélio funcional (HEDEGAARD et
al., 2016). Em todos os estudos, apenas preparacées com endotélio funcional foram utilizadas,

45



considerando estudo prévio de Arcanjo et al. (2015), que reporta efeito vasorrelaxante do BPP-
BrachyNH. em preparacdes de artéria aorta de ratos apenas na presenca de endotélio funcional.

Figura 7 — Desenho experimental do protocolo de presenca de endotélio funcional das artérias

mesentéricas.

ACh (105 M)

i

T

NA (3x10° M)

4.5 Investigacao do efeito vasorrelaxante do BPP-BrachyNH2 em preparaces estimuladas
com LPS

Uma vez determinada a presenca de endotélio, os anéis foram contraidos com NA e ap6s
um patamar estavel foi alcan¢ado, uma curva de concentracdo-resposta cumulativa para BPP-
BrachyNH> foi realizada na auséncia e na presenca de LPS. Assim, prepara¢Ges com endotélio
funcional foram incubadas com LPS de Escherichia coli, sorotipo 055:B5 (LPS 10 pg/mL)
durante 5 horas (HERNANZ et al., 2004). Em seguida, preparacOes pré-tratadas ou ndo tratadas
com LPS foram pré-contraidas com adicdo cumulativa de noradrenalina (NA 10 - 10° M).
Ap6s 30 minutos, concentragbes cumulativas de BPP-BrachyNH; (10° - 10° M) foram
adicionadas em intervalos entre 4-5 min. Os resultados foram expressos como resposta

vasorrelaxante (%) em funcgéo do logaritmo da concentragédo do BPP-BrachyNH:.

Figura 8 — Desenho experimental do protocolo de investigacao do efeito vasorrelaxante do BPP-
BrachyNH. em preparacdes pré-tratadas ou ndo tratadas com LPS.
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4.6 Participacdo da cicloxigenase (COX) e da NOS induzivel (iNOS) no efeito do BPP-
BrachyNH:2

Para avaliar se o efeito do BPP-BrachyNH. depende da produgdo de metabolitos
vasorrelaxantes derivados do &cido araquidonico, isto €, o papel de prostandides na resposta
induzida por BPP-BrachyNH>, anéis de artéria mesentérica pré-tratados com LPS (10 ug/mL)
foram incubados por 20 min com indometacina (INDO, 3x10° M), inibidor competitivo
reversivel ndo seletivo da cicloxigenase.

Para avaliar se a inibicdo da via do INOS interfere no mecanismo vasorrelaxante
induzido pelo BPP-BrachyNHz, anéis de artéria mesentérica pré-tratados com LPS (10 pg/mL)
foram incubados por 20 min com o farmaco 1400W (10 M), um inibidor seletivo da iNOS.

Entdo, as preparacdes foram pré-contraidas com adi¢cdo cumulativa de noradrenalina
(NA 10° - 10° M). Apdés 30 minutos, e uma curva de resposta ao BPP-BrachyNH; foi
cumulativamente adicionado (10° - 10° M).

4.7 Participagdo da via NO/GMPc no efeito do BPP-BrachyNH2

Para investigar se a inibigdo da via do NOS/GCs participa do mecanismo vasorrelaxante
induzido pelo BPP-BrachyNH., preparagdes pré-tratadas com LPS (10 pg/mL) foram
incubadas por 20 min com N®-Nitro-L-arginina (L-NNA, 10* M), um inibidor competitivo
reversivel ndo seletivo da NOS, ou ODQ (3x10® M), um inibidor competitivo reversivel
seletivo da guanilil ciclase soltvel.

Entdo, as preparacdes foram pré-contraidas com adi¢do cumulativa de noradrenalina
(NA 10° - 10° M). Ap6s 30 minutos, BPP-BrachyNH: (10° - 10 M) foi cumulativamente

adicionado.
4.8 Participacdo da argininosuccinato sintetase (AsS) no efeito do BPP-BrachyNH:2

Para investigar se a inibicdo da enzima AsS participa do mecanismo vasorrelaxante
induzido por BPP-BrachyNH>, preparac6es pre-tratadas com LPS (10 ug/mL) foram incubadas

por 20 min com &cido alfa-metil-DL-aspartico (MDLA 1 mM), um inibidor competitivo

reversivel seletivo da argininosuccinato sintase (AsS). Entdo, as preparagdes foram pré-
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contraidas com adi¢do cumulativa de noradrenalina (NA 10 - 10° M). Ap6s 30 minutos, BPP-
BrachyNH: (10° - 10 M) foi cumulativamente adicionado.

Figura 9 — Desenho experimental do protocolo de investigacdo da participacdo de fatores

endoteliais.
BPP-BrachyNH,
ACh (105 M) (10 - 3x105 M)
‘ LPS por5h
E+ L 30 min.
30 min. .
NA (310 M) NA (10 - 105 M)
20 min.
INDO (3x10% M)
. 1400W (107 M)
PARTICIPACAO DE FATORES ENDOTELIAIS L-NNA ( 10+ M)
ODQ (3105 M)
MDLA ( 1mM)

4.9 Andlise Estatistica

Os valores foram tabulados como média £ EPM. Os gréaficos foram plotados como o
vasorelaxamento (%) em funcao do logaritmo da concentracdo do BPP-BrachyNH>. O nivel de
significancia entre os grupos foi determinado através da andlise de variancia (ANOVA) de duas
vias, seguido do pds-teste de Bonferroni, ou do Teste t de Student para amostras ndo pareadas,
guando aplicado. Os resultados foram considerados significados quando p < 0,05. Os gréaficos
e as andlises estatisticas foram obtidos com o software Graph Pad Prism 5,02™ (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA, EUA).

4. 10 Estudos de interacgéo da AsS-ligantes in silico
4.10.1 Configuracao de AsS e ligantes
A sequéncia da proteina AsS, numero de acesso P00966, foi recuperada do banco de

dados UniProt (https://www.uniprot.org/uniprot/P00966), e estruturas 3D empiricas homoélogas

de AsS foram exploradas no RCSB Protein Data Bank (PDB) (http:
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Ilwww.rcsh.org/pdb/home/home.do). Apds a analise da estrutura 3D da proteina sintase de
argininosuccinato humano (PDB ID: 2NZ2, resolucéo de 2,4 A, 99% de identidade de sequéncia
e 99% de residuos conservados) foi observada falta de alguns aminoacidos, entéo foi criado um
modelo para AsS humano por modelagem de homologia.

A estrutura 3D da L-citrulina foi baixada do PubChem Open Chemistry Database
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) com o cddigo PubChem CID 9750. Todos os calculos e
desenhos foram realizados usando métodos de mecanica molecular de pacotes Gaussian 09W
versdo 7.0 (Guassian 09, 2009). A estrutura inicial do peptideo BPP-BrachyNH; foi construida
pelo construtor molecular de Gauss View versdo 5.0.8 (STEWART, 1990) implementado no
pacote computacional Gaussian 09W versdo 7.0. As estruturas moleculares dos ligantes (L-
citrulina e peptideo) foram totalmente otimizadas pelo método semi-empirico de PM3, sem
impor restricbes simétricas (STEWART, 1990). Todos os calculos de ligantes no trabalho
foram realizados em vacuo. O comportamento da carga na estrutura molecular foi calculado
pelas cargas atdbmicas de Mulliken usando o Gaussian 09W. As topologias de ligantes,
necessarias para simulacdes de dinamica molecular, foram geradas a partir das coordenadas
atdbmicas pré-otimizadas com o programa PRODRG (http://davapcl.bioch.dundee.ac.uk/cgi-
bin/prodrg) (SCHUTTELKOPF; VAN AALTEN; IUCR, 2004). Cargas atdmicas geradas a
partir de PRODRG foram substituidas por cargas atbmicas calculadas com Gaussian 09W.

4.10.2 Modelagem de Homologia

Modelos estruturais de AsS foram gerados por modelagem de homologia no software
MODELLER 9v18 (https://salilab.org/modeller/) (ESWAR et al., 2006; SALI; BLUNDELL,
1993). O primeiro passo foi procurar por proteinas homologas de humanos AsS cujas estruturas
experimentais estdo disponiveis no Banco de Dados de Proteina (PDB). Depois de selecionar
as estruturas cristalograficas (modelos), cem modelos foram gerados independentemente. O
modelo com o valor mais negativo para a funcao de energia protéica discreta otimizada (DOPE)
(PLACIDO et al., 2017; SHEN; SALLI, 2006) foi escolhido para uma analise mais detalhada.

4.10.3 Ancoramento molecular

Todos os procedimentos de ancoramento utilizaram o software Autodock 4.2
(GOODSELL, 2009; GOODSELL; MORRIS; OLSON, 1996; MORRIS; HUEY; OLSON,
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2008). Proteina (AsS) e ligantes foram preparados para simula¢fes de ancoramento com
AutoDock Tools (ADT), versdao 1.5.6 (SANNER, 1999). O receptor foi considerado rigido
enquanto que cada ligante foi considerado flexivel (GASTEIGER; MARSILI, 1980), cargas
parciais foram calculadas ap6s a adicéo de todos os hidrogénios. Atomos de hidrogénio nao
polares de proteina e ligante foram subsequentemente fundidos. Uma caixa cubica de 60x60x60
pontos com um espacamento de 0,35 A entre os pontos da grade foi gerada para o alvo da
proteina inteira. A caixa de grade foi centrada no Asn123 de AsS. O algoritmo genético
Lamarckiano (LGA) (MORRIS et al., 1998) e os métodos de busca local pseudo-Solis e Wets
(SOLIS; WETS, 1981) foram aplicados na pesquisa de docking. Cada ligante foi submetido a
100 execugOes independentes de simulagdes de ancoramento. O restante dos parametros de
encaixe foi definido como os valores padrdo. As conformacgfes ancoradas resultantes foram
agrupadas em familias de acordo com o0 RMSD. As coordenadas iniciais dos complexos AsS
para simulacdes de dindmica molecular foram escolhidas usando o critério de menor

conformacdo de encaixe do cluster com menor energia combinada com inspegéo visual.

4.10.4 Simulag6es por dinamica molecular (DM)

SimulagBes de dindmica molecular foram realizadas usando o campo de forca
GROMOS96 53a6 (OOSTENBRINK et al., 2004) implementado no pacote GROMACS versao
5.1.4 (D. VAN DER SPOEL, E. LINDAHL, 2014). Todos os sistemas foram simulados em
conjunto NPT (em que o numero de particulas, pressao e temperatura sdo todos constantes) e
condicBes de contorno periddicas (cubicas). As dimensbes da caixa central foram escolhidas de
tal forma que a distancia minima de qualquer atomo de proteina para a parede da caixa mais
proxima era de 12 A. As simulacbes foram realizadas usando moléculas explicitas de solvente
de &gua descritas pelo modelo de carga pontual simples (SPC) (BERENDSEN et al., 1981). A
carga total dos sistemas foi de +6 para os trés complexos (AsS_BPP-BrachyNH,
AsS_Lcitrulina e AsS_BPP-BrachyNH _Lcitrulina). Os ions Cl foram adicionados para
neutralizar cada sistema. Inicialmente, a estrutura proteica de cada sistema foi submetida a um
méaximo de 50000 ps de maior minimizacgdo de energia de descida. Para relaxar fortes interacdes
solvente-solvente e proteina-ligacdo nao solvente, 100ps de simulacdo DM foram realizadas
restringindo a estrutura da proteina. As velocidades iniciais foram atribuidas de acordo com a
distribuicdo de Maxwell. As simulagdes foram realizadas por 10 ns usando um ps de tempo de

integracdo de 2 fs. Cada sistema foi aquecido com incrementos graduais nas seguintes
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temperaturas: 100 K (10 ps), 150 K (5 ps), 200 K (5 ps) e 250 K (5 ps). Apds essas etapas, as
temperaturas dos sistemas foram ajustadas para 310 K. Os primeiros 6 ns de cada simulagéo
foram considerados como parte das etapas de aquecimento (0,025 ns) e de equilibrio (5,975 ns)
e ndo foram utilizados na anélise dos dados. As temperaturas do solvente e solutos (proteina,
ligantes, agua e ions de sédio) foram independentemente acopladas a um banho térmico com
um tempo de relaxagéo de 0,1 ps utilizando o termostato V-rescale. A pressdo nos sistemas foi
fracamente acoplada a um banho de pressdo com 2 ps de tempo de relaxamento usando o
barostato de Parrinello-Rahman (NOSE; KLEIN, 1983; PARRINELLO; RAHMAN, 1981).
Comprimentos de ligagdo foram constrangidos usando o algoritmo LINCS (HESS et al., 1997)
com expansao de quarta ordem. As interacdes eletrostaticas entre os &tomos ndo-ligantes foram
avaliadas pelo método PME (Particle Mesh Ewald) (DARDEN; YORK; PEDERSEN, 1993)
com um espacamento de carga de aproximadamente 1,0 A. A grade de carga foi interpolada em
uma grade clbica com a tolerancia de soma direta definida. As interacfes de Lennard-Jones
foram avaliadas usando um ponto de corte de 14 A. A lista de pares foi atualizada a cada dez
etapas. Para aumentar a amostragem, todas as simula¢6es do complexo DM do ligante AsS
foram executadas trés vezes por 10 ns usando diferentes velocidades atbmicas iniciais,
assumindo uma distribuicdo Maxwelliana. Um total de nove simulagfes foram realizadas. Os
dados gerados durante os Gltimos 4 ns de cada sistema de simulacédo, o periodo definido como
0 estagio de producdo, foram utilizados para analise. Um total de 123 quadros de registro, cada
um tomado a cada 100 ps, foram obtidos para cada complexo durante a fase de producdo. Onde
aplicavel, as interacdes detalhadas foram calculadas usando o programa LigPlot*
(LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011). Uma frequéncia minima de 50% dos contatos (soma das
interacOes hidrofobicas e ligagdes de hidrogénio) nos quadros analisados foi estabelecida como
critério de eficiéncia de ligacdo (SILVA et al., 2017). Das trés simulacbes de cada complexo
foram selecionadas para analise com simulacdo do programa g_mmpbsa (se¢do 2.5) com mais
contatos tanto por pontes de hidrogénio quanto por interac6es hidrofébicas (ARCANJO et al.,
2015).

4.10.5. Mecéanica Molecular Poisson-Boltzmann area de superficie MM-PBSA

A energia de ligacdo MM/PBSA foi calculada com o programa g_mmpbsa
(http://rashmikumari.github.io/g_mmpbsa/) nos ultimos 4 nano segundos de simula¢cbes DM
(KUMARI etal., 2014). Neste trabalho, o programa g_mmpbsa utilizou o software GROMACS
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versdo 5.1.4 e APBS (Adaptive Poisson-Boltzmann Solver) verséo 1.4.1 (BAKER et al.,
2001). A energia de ligacdo consiste em trés termos energéticos, energia potencial no vacuo,
energia de solvatacdo polar e energia de dissolucdo ndo polar. As constantes dielétricas de
vacuo, solvente e soluto foram fixadas em 1, 80 e 2, respectivamente. O célculo da energia de
solvatacdo ndo polar foi baseado no modelo SASA. A contribuicéo da entropia nédo foi incluida
no calculo da energia de ligag&o.
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5. Resultados

5.1 Investigacdo do efeito vasorrelaxante do BPP-BrachyNH: em preparacfes nao

estimuladas e estimuladas com LPS

Preparagdes ndo tratadas com LPS, foram pré-contraidas com adicdo cumulativa de
noradrenalina, e a adicdo cumulativa do peptideo BPP-BrachyNH2 ndo induziu nenhum efeito
vasorrelaxante quando comparado com o veiculo (Emax = 6,579% e 9,701%, respectivamente)
(FIGURA 10-A). Por sua vez, em preparacdes pré-tratadas com LPS, o efeito vasorrelaxante
induzido por BPP-BrachyNH> ocorreu de modo dependente da concentracdo (Emax = 34,56%)
em relacdo ao veiculo (Emax = 8,638%) (FIGURA 10-B).

FIGURA 10 — Efeito vasorrelaxante induzido por BPP-BrachyNH: (10°-10° M) na auséncia
(A) ou presenca (B) de LPS (10 pg/mL) por 5 h em anéis de artéria mesentérica de resisténcia
isolada de ratos, com endotélio funcional (E+). As preparacbes foram pré-contraidas
cumulativamente com NA (10°-10° M), e entdo cumulativamente incubadas com BPP-
BrachyNHo>. Os resultados foram expressos como média + EPM. ANOVA de duas vias, seguida
do pds-teste de Bonferroni. “p<0,05 vs. veiculo.
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5.2 Avaliagdo da participacdo da enzima cicloxigenase (COX) e da enzima 6Oxido nitrico
sintase induzivel (iNOS) no efeito vasorrelaxante do BPP-BrachyNH2

A inibicdo ndo seletiva da COX, expressa constitutivamente nas celulas endoteliais,
avaliada em anéis de artéria mesentérica de rato pré-incubados com indometacina (INDO), ndo
promoveu alteracéo significativa do efeito vasorrelaxante induzido pelo BPP-BrachyNH> em
comparacdo ao seu efeito nas preparacdes controle (Figura 10) (Emax = 34,56% nos aneis do
grupo controle para % nos anéis tratados com INDO) (Emax = 21,1 £ 4,4%) (FIGURA 11-A). O
contrério foi observado na presenca de 1400W, onde o relaxamento induzido por BPP-
BrachyNH. foi significativamente atenuado, e o efeito méximo obteve uma reducdo de
aproximadamente 20% em comparacdo ao seu efeito nas preparacdes controle (Emax = 34,56%

nos anéis do grupo controle para 14,68% nos anéis tratados com 1400W) (FIGURA 11-B).

Figura 11 — Efeito da do INDO (A), do 1400W (B) sobre a resposta vasorrelaxante induzida
por BPP-BrachyNH2 (10°° — 3x10° M) na presenca de LPS (10 pg/mL) por 5 h em anéis de
artéria mesentérica de resisténcia isolada de ratos, com endotélio funcional (E+). Os agentes
foram incubados por 20 min, seguidos de pré-contracdo cumulativa com NA (10 —10° M), e
entdo BPP-BrachyNH> foi cumulativamente adicionado. Os resultados foram expressos como
média + EPM. ANOVA de duas vias, seguida do pos-teste de Bonferroni; “p<0,01 e
““p<0,001 vs. BPP-BrachyNH; com LPS.
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5.3 Participacéo da via NO/GMPc no efeito do BPP-BrachyNH:2

O papel da NOS, foi avaliado em anéis de artéria mesentérica de rato pré-incubados com
L-NNA, onde o BPP-BrachyNH: teve seu efeito vasorrelaxante abolido, quando comparado
com o controle (de 34,56% nos anéis do grupo controle para 5,643% nos anéis tratados com L-
NNA) (Figura 12A). Sobre o papel da guanilil ciclase soltvel, o efeito vasorrelaxante induzido
pelo BPP-BrachyNH: foi significativamente atenuado em anéis pré incubados com ODQ
(Figuras 12B), quando comparado com o controle (de 34,56% nos anéis do grupo controle para
5,689% nos anéis tratados com ODQ).

Figura 12 — Efeito do L-NNA (A) e ODQ (B) sobre a resposta vasorrelaxante induzida por BPP-
BrachyNH (10° — 10®° M) na presen¢a de LPS (10 pg/mL) por 5 h em anéis de artéria
mesentérica de resisténcia isolada de ratos, com endotélio funcional (E+). O agente foi incubado
por 20 min, seguido de pré-contragdo cumulativa com NA (10° — 10° M), e entdo BPP-
BrachyNH, foi cumulativamente adicionado. Os resultados foram expressos como média +
EPM. ANOVA de duas vias, seguida do pos-teste de Bonferroni “"p<0,01 e "“p<0,001 vs.
BPP-BrachyNH> com LPS.
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5.4 Participacdo da argininosuccinato sintetase (AsS) no efeito do BPP-BrachyNH:

A investigacdo de um possivel envolvimento da enzima AsS no efeito vasorrelaxante
de BPP-BrachyNH>, preparacdes pré-tratadas com LPS foram incubadas com o inibidor
seletivo da AsS (MDLA) e pré-contraidas com NA antes da adicdo cumulativa de BPP-
BrachyNH,. As preparacfes pré-incubadas com MDLA também apresentaram significativa
atenuacdo do relaxamento induzido por BPP-BrachyNH: (FIGURA 13) (de 34,56% nos anéis
do grupo controle para 18,73% nos anéis tratados com MDLA).

Figura 13 — Efeito do MDLA sobre a resposta vasorrelaxante induzida por BPP-BrachyNH>
(10° — 10° M) na presenca de LPS (10 pg/mL) por 5 h em anéis de artéria mesentérica de
resisténcia isolada de ratos, com endotélio funcional (E+). O agente foi incubado por 20 min,
seguido de pré-contracdo cumulativa com NA (10° — 10° M), e entdo BPP-BrachyNH, foi
cumulativamente adicionado. Os resultados foram expressos como média + EPM. ANOVA de

duas vias, seguida do pos-teste de Bonferroni; ““p<0,01 vs. BPP-BrachyNH, com LPS.
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5.5 Estudos de interacgéo in silico com Argininosuccinato Sintase Humana (AsS)

Para a criacdo do modelo AsS foram escolhidas estruturas proteicas homdlogas como
modelos: Argininosuccinato Sintase humana (PDB ID: 2NZ2, resolucdo de 2,4 A, 99% de
identidade de sequéncia e 99% de residuos conservados) e Argininosuccinato Sintetase
de Thermus thermophilus (PDB ID : 1KH1, resolugo de 2,3 A, 95% de identidade de sequéncia
e 70% de residuos conservados). O modelo 1KH1 foi usado porque tinha informacdes
estruturais para os aminoacidos que estavam faltando na estrutura 3D do AsS humano. Os
aminoacidos Metl, Ser2, Ser3, Glyl56, Met377, Lys408, Val409, Thr410, Ala41l e Lys412
foram adicionados ao modelo.

Figura 14 - Representacdo esquematica da estrutura do A) BPP-BrachyNH: (bastdo vermelho)
com a enzima AsS (em fita), B) L-citrulina (bastéo verde) com a enzima AsS (em fita) e C)
BPP-BrachyNH,_L-citrulina_AsS (representadas em bastdo azul e bola, bastéo verde e bola e
fitas, respectivamente) e Asnl123 (bastdo vermelho). Figuras foram geradas usando UCSF

Chimera (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/).

Os ancoramentos moleculares de ligantes (BPP-BrachyNH: e L-citrulina) com o
modelo da AsS foram baseados em Asn123 (o residuo do sitio ativo). A Tabela 1 mostra os

resultados do encaixe.
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Tabela 1. Parametros de afinidade do ancoramento molecular.

NuUmero de Aminoacidos  Aminoécidos que

Complexo AGicce®  KiP corridas de que interagem  fazem interacoes
(Proteina- (kcaﬁ?ﬁ\aool) (uM) encaixe através de hidrofébicas ¢
ligando) independentes ligacdes de
hidrogénio ©
Gly120, Gly122, GIn125,
Glul29, Glul39 Vall126, Argl46,
Leu325, Tyr322,
B',A; Ziﬁsfllz -7.35 4.07 100 Tyr83, Arg272,
Thr323, Tyrl33,
Lys121, lle274,
Met276
Arg272, Gly122, Tyr322,
AsS_Lcitrulina 624  26.78 100 AsniZs, Thro1, Tyr282,

Argl27, Ser92,  Glu270, Ser189
Tyr87, Glul91

2 Energia de ligacdo da melhor conformacéo ° Ki representa a constante de inibicdo ¢ Obtido com o
software Ligplot +.

Com as conformagdes resultantes da ancoramento foram realizadas trés simulagées MD
para cada complexo  (AsS_BPP-BrachyNH,,  AsS Lcitrulina e  AsS_BPP-
BrachyNH, _Lcitrulina) dando origem a um total de nove simulagfes. As interacdes de AsS
com o peptideo (AsS_BPP-BrachyNH>), L-citrulina (AsS_Lcitrulina) e os dois ligantes
simultaneamente (AsS_BPP-BrachyNH>_Lcitrulina) foram estudadas para analisar a interagdo
de L-citrulina na presenca do peptideo. A figura 2 mostra a frequéncia de contatos de ligantes
com o AsS. As interacBes foram calculadas para os quadros extraidos dos Gltimos 4 ns das
simulacGes DM usando o programa LigPlot™. Foi estabelecida uma eficiéncia de critério de um
minimo de 50% de contatos (soma de interacGes hidrofébicas e ligagcdes de hidrogénio) nos
quadros analisados.

A Tabela 2 mostra os resultados das energias de ligacdo do complexo obtido por
g_mmpbsa. Observa-se que a energia de ligacdo do peptideo com AsS aumentou de -131.534
+16.270 kd/mol para -150.985 +17.556 kJ/mol na presenca de L-citrulina. Para a L-citrulina e a
energia de ligacdo com AsS diminuiu de 30.631 £19.523 kJ/mol para 2.411 +18.587 kJ/mol na
presenca de BPP-BrachyNHz. A energia de ligagdo para L-citrulina e apresentou resultados
positivos (30.631 +19.523 kJ/mol) devido a contribuicdo para a energia de solvatacéo
polar. Estes resultados estdo de acordo com os mapas de contato da Fig. 15.
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Figura 15 - Contatos identificados entre os ligantes e AsS calculados para os Ultimos 4,0 ns de
simulagdes DM. (A) BPP-Brachy-, (B) L-citrulina, (C) BPP-BrachyNH> na presenca de L-
citrulina e (D) L-citrulina na presenca de BPP-BrachyNH>. Sistema de cor: interacGes
hidrofobicas (verde) e ligacGes de hidrogénio (laranja). Os ndmeros nas barras indicam a
porcentagem de contatos para cada residuo de aminoécido. Contatos avaliados em instantaneos
tirados a cada 100 ps do estagio de producao.
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Tabela 2. Energias de ligacdo de complexos proteina-ligante obtidos por g_mmpbsa.

Complexo
(Proteina-ligante) AEvdwa AEelec AGpolar AGnaopolar AGiigacio

183.735 73899  146.399 20299  -131.534
AsS_BPP-BrachyNH, +15.001  +14.467 +18.353  +1.710  +16.270

-79.627 -96.953  218.869 -11.659 30.631

AsS_Lcitrulina £10.722  +18.658  +31.037  +0.719  +19.523

AsS_BPP- 211501 -49.803  133.532 -23.123 -150.985
BrachyNH,_Lcitrulina ' +15.937  +26.088 +1.987 +17.556
- +16.762
(Peptideo)
AsS_BPP_Lcitrulina -89.374 -92.821  196.092 -11.486 2.411
(Substrato) +10.812 +16.472  +27.365 +0.650 +18.587

2 AEwa, AEeiec, AGpolar € AGraopolar SA0 COMponentes energéticos de ligacao de van der Waals, energias de
solvéncia eletrostética, polar e ndo polar, respectivamente. AGiigacio € @ energia de ligacdo total. A
unidade de energia é kJ/mol.
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6. Discussao

O principal achado do presente estudo refere-se ao efeito vasorrelaxante do BPP-
BrachyNH> em modelo de disfuncdo endotelial induzido por endotoxina e a identificagdo da
enzima AsS como um novo alvo funcional do peptideo no mecanismo de aumento da producgao
de NO.

As modificacbes da homeostasia vascular na disfuncdo endotelial decorrem do
desequilibrio enddgeno da producdo local e/ou sistémica de vasodilatadores (como por
exemplo, o NO e prostaglandinas) e vasoconstritores (como por exemplo, catecolaminas,
angiotensina 1l, fator ativador de plaquetas, tromboxano A e endotelinas), que s&o
consequéncias da severa disfuncdo endotelial causada por exemplo, por endotoxina (TERLUK,
2005).

Estudos demonstraram que o LPS e certas citocinas estimulam a produgdo de NO via
expressdo tanto da isoforma induzivel da NOS como a enzima AsS, acreditando-se que o0
desequilibrio no metabolismo do NO, especialmente no endotélio, desempenhe um papel
crucial no desenvolvimento dos disturbios endoteliais relacionados a endotoxina (NUSSLER
etal., 1994; XIE; GROSS, 1997). Hattori, Campbell e Gross (1994) descreveram que a inducéo
da enzima AsS por LPS e IFN-y é responsavel pela habilidade das CMLVs em reciclarem a
citrulina como Unica fonte de substrato para a producdo de NO. A medida em que a sintese de
NO requer um fornecimento continuo de substrato, é importante identificar onde e como esta
arginina se origina.

No presente estudo, com o proposito de avaliar o efeito do BPP-BrachyNH foi utilizado
um modelo de disfuncdo endotelial induzida por LPS, em preparacdes de artérias mesentéricas
de ratos com endotélio funcional, pré-tratadas ou ndo-tratadas com LPS. O presente estudo
demonstra que o efeito vasorrelaxante promovido pelo BPP-BrachyNHz, foi dependente de
concentracdo e apenas em anéis mesentéricos pré-tratados com LPS. Em contraste, ndo foi
observado efeito vasorrelaxante induzido pelo BPP-BrachyNH> em relacdo aos anéis nao-
tratados com LPS, onde nenhum efeito foi observado em relagdo ao veiculo, sugerindo-se que
a presenca de um quadro de comprometimento endotelial com necessidade da producao de NO
aumentada para que haja uma regulagéo positiva dessa disfuncdo, causando assim a resposta
vasodilatadora acentuada de forma significativa na presen¢a do BPP-BrachyNHo.

A resposta desigual encontrada na auséncia e presenca de LPS concordam com 0s

achados de lanzer et al. (2007) e Guerreiro et al. (2009), uma vez que obtiveram também
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respostas diferente a Bj-BPP-10c encontrada em ratos espontaneamente em compara¢do com
ratos normotensos, uma vez que a producdo aumentada de arginina regula positivamente a
producdo de NO por células produtoras de NO, um fendmeno conhecido por ser reduzido em
ratos geneticamente hipertensos, devido a reducdo da biodisponibilidade de NO e consequente
comprometimento endotelial no metabolismo da L-arginina. Este quadro de disfuncéo
endotelial, também alcancado nas preparagdes tratadas com LPS, apoiam a hip6tese de que o
comprometimento do sistema de reciclagem de arginina a partir de citrulina utilizado para
producdo de NO fornece menos arginina para a producao de NO. Atribuindo esse resultado, as
diferencas no metabolismo do NO entre anéis tratados e ndo tratados com LPS.

O envolvimento do NO no efeito vasorrelaxante induzido por BPP-BrachyNH, em
preparacdes pré-tratadas com LPS foi confirmada pela adicdo de dois inibidores de NOS, um
inibidor ndo seletivo, L-NNA, e um inibidor seletivo para iNOS, 1400W. A vasodilatacdo
dependente de BPP-BrachyNH> foi praticamente abolida, quando comparada com o controle,
apos o blogqueio da sintese de NO com L-NNA nas artérias mesentéricas incubadas com LPS,
podendo demonstrar o envolvimento da via NOS/NO no efeito vasorrelaxante do peptideo.

Na presenca de 1400W, o relaxamento induzido por BPP-BrachyNH, foi
significativamente atenuado. Estes resultados indicam que o comprometimento seletivo
ocasionado por LPS no relaxamento dependente do endotélio induzido por BPP-Brachy-NH>
corrobora com os achados da droga anterior, que atenuagdo do vasorelaxamento é causado pela
diminuicdo da liberacdo de NO endotelial. Sabendo-se que o comprometimento da producéo de
metabolitos do NO induzida pelo L-NNA, confirma o envolvimento da NOS no aumento da
producdo de metabdlitos de NO do BPP-BrachyNH, (GUERREIRO et al., 2009). A nédo
completa abolicdo do relaxamento apresentado, pode ser explicado pelas possiveis diferentes
fontes de producdo de NO vascular, independente da NOS (CHIEN et al., 2014; ZHAO;
VANHOUTTE; LEUNG, 2015).

Estudos de Hernanz et al. (2004) foi observado que a incubacdo de anéis de artéria
mesentérica superior de ratos com LPS induziu a expressdo de iNOS na parede vascular e a
inducdo de iINOS foi acompanhada por diminuicdo da contragdo induzida por noradrenalina,
levando a concluir que o NO derivado da iNOS ou substancia contendo NO desempenha um
papel na reducéo da evocacdo do LPS na contracdo por noradrenalina. Assim, permitindo levar
a concluséo que a hiporreatividade vascular induzida por LPS, envolve a expressao da iNOS,
assim como a ativacdo da forma constitutiva eNOS (O’BRIEN et al., 2001). No mesmo ano,

Heneka e colaboradores estudando a expressdo da AsS e iINOS em neurdnios de cérebros de
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pacientes com doenca de Alzheimer demonstraram que a expressdo de AsS em neurdnios
aumenta paralelamente a expressao da iNOS na doenga de Alzheimer. E como um suprimento
adequado de L-arginina € indispensavel para geracdo prolongada de NO, a co-indugdo de ASS
permite que as células mantenham a geracdo de NO durante a doenca de Alzheimer repondo o
suprimento necessario de L-arginina.

Portanto, o pronunciado relaxamento causado pelo BPP-BrachyNH: no presente estudo
reflete a inducdo da NOS induzivel na artéria mesentérica de rato apos a incubacdo do LPS e,
assim, aumento da conversdo da L-arginina em NO para produzir relaxamento. Além disso, a
incubacdo com 1400W inverteu parcialmente o aumento da resposta do BPP-BrachyNH: anéis
de artéria mesentérica de ratos pré-tratados com lipopolissacarideo. Isto é consistente com o
efeito inibitdrio proposto do 1400W na NOS induzivel.

A endotoxina é conhecida por induzir a expressdo de outras enzimas, incluindo a
cicloxigenase do tipo Il (COX-2) sugerindo que mecanismos adicionais provavelmente
contribuirdo para mudancas induzidas por endotoxinas na reatividade vascular. Contudo, em
relacdo ao papel dos prostandides, nenhuma alteracdo significativa no efeito vasorrelaxante
induzido pelo BPP-BrachyNH> foi observada na presenca da indometacina, um inibidor n&o
seletivo da COX, levando-nos a concluir que o papel dos prostanoides no efeito vasorrelaxante
ndo foi significativo.

Devido a sua atividade, a CG é considerada o alvo mais importante da molécula
sinalizadora NO, quando em baixas concentracdes (IGNARRO et al., 1986). Uma vez formado,
0 NO pode estimular a CGs, resultando no relaxamento do musculo liso vascular através da
formacdo de GMPc. Portanto, o uso de substancias que modulam a atividade desta enzima
constitui uma forma bastante eficaz para a investigacdo sobre a sua participagdo no efeito
vasorrelaxante induzido por diversos compostos. Por conseguinte, 0 ODQ, um inibidor seletivo
da CGs, foi utilizado na avaliacdo dos efeitos mediados pelo NO e foi observado que a pré-
incubacdo com ODQ praticamente aboliu o efeito vasorrelaxante em anéis de artéria
mesentérica pelo BPP-BrachyNH.. Consistente com isso, a inibi¢do da NOS ou guanilil ciclase
solavel mostrou reverter a hiporreatividade vascular, parcialmente ou completamente,
sugerindo que o vasorrelaxamento provocado por este nitrato é decorrente de possivel ativagdo
da via NO/GMPc (O’BRIEN et al., 2001; YUNDE ZHAO et al., 2000).

Estes resultados, sugerem que a via do NO tem papel fundamental na resposta
vasodilatadora dependente do endotélio de BPP-BrachyNH». Corroborando com os relatos de
Arnold et al. (1977); Katsuki et al. (1977); Zhao et al. (2000), os quais concluiram que os

62



nitratos organicos causam vasodilatacdo via ativagdo da enzima guanilato ciclase (CG),
mediada pelo NO, com aumento dos niveis de GMPc dependente da dose.

O relaxamento evocado pelo BPP-BrachyNH: foi inibido tanto pelos inibidores da
NOS, L-NMMA e 1400W, quanto pelo inibidor da guanilato ciclase, ODQ. Estes dados
mostram que o relaxamento induzido pelo BPP-BrachyNH: é devido a formagdo de GMPc
acoplado a NOS e, assim, sugerem a ativacdo davia L-arginina-NO-GMPc na artéria
mesentérica.

Embora a producdo de NO esteja diretamente relacionada a enzima NOS, como
demonstrado nos resultados acima, a producgdo global de NO pelas células endoteliais mostra-
se dependente de um ciclo funcional da citrulina-NO. A capacidade das células endoteliais de
sustentar a producdo de NO é severamente limitada, ndo apenas pela baixa regulacdo da eNOS
mas também pela disponibilidade de arginina proporcionada pela AsS através do ciclo de
citrulina-NO (GOODWIN et al., 2007).

Devido a esses achados, observamos se 0 BPP-BrachyNH>, conhecido por promover a
producdo de NO e a vasodilatacdo (ARCANJO, 2016; ARCANJO et al., 2015), pode afetar a
eficiéncia do ciclo citrulina-NO via expressdao AsS em células endoteliais vasculares apoiando
a producdo de NO endotelial vascular, pelo menos em parte, através da regulacdo da expressao
da AsS, ou se 0 aumento na producdo de NO foi simplesmente devido a efeitos estabelecidos
sobre a ativagdo da eNOS.

A AsS é reconhecida como um importante participante do ciclo de citrulina-NO que
representa um passo limitante para a sintese de NO. Guerreiro e colaboradores (2009)
demonstraram que a AsS é o principal ligante ao Bj -PRO-10c no citosol do rim. Este peptideo
aumentou o nivel plasmatico de arginina e provocou um efeito anti-hipertensivo sustentado em
SHR, mas ndo em ratos normotensos. Neste mesmo estudo, um inibidor especifico do AsS
reduziu a atividade anti-hipertensiva do Bj -BPP-10c em SHR. Da mesma forma, nossos
resultados mostraram que Bj-PRO-10c induziu vasorelaxamento em anéis aorticos de Wistar e
SHR, mas a pré-incubagdo com o inibidor de AsS, MDLA, bloqueou esse efeito apenas em
SHR. Assim, ¢é possivel que a AsS seja diferencialmente expressa em ratos normotensos e
hipertensos, semelhando a enzima NOS, que apresenta expressdo/presenca reduzida de eNOS
em SHR adultos e idosos, ocasionando uma reducéo na producdo de NO (CHOU et al., 1998;
TANG; VANHOUTTE, 2008).

Mediante os resultados anteriores obtidos, buscando confirmar a relagdo AsS/BPP-

BrachyNH> no mecanismo de producdo de NO, os segmentos pré-tratados com LPS foram
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incubados com MDLA, um inibidor da AsS, e apresentaram significativa atenuacdo do
relaxamento induzido por BPP-BrachyNHa, indicando a possivel participacdo da AsS na
resposta vasorrelaxante. Esses achados corroboram estudos que demonstraram o possivel
envolvimento da AsS na recuperacdo dos niveis de L-arginina e NO como mecanismo
envolvido no vasorrelaxamento induzido por BPPs (CAMARGO et al., 2012; GUERREIRO et
al., 2009; MORAIIS et al., 2013).

Nossos resultados fornecem evidéncias que apoiam a necessidade de regeneracédo de
arginina para producdo de NO. Como a producao de NO celular é absolutamente dependente
da disponibilidade de arginina, que doa atomos de nitrogénio para NOS-dependente na
formacdo de NO (NUSSLER et al., 1994), a descoberta de um peptideo que aumente a atividade
da enzima AsS nas células endoteliais, que resulta no aumento da capacidade de fornecer o
substrato necessario para sustentar a producdo de NO, pode fornecer uma alternativa
farmacéutica para melhorar a disfungéo endotelial.

Nos estudos de interagdo in silico com a AsS, o complexo AsS BPP-
BrachyNH> apresentou melhores resultados para energia de ligagao (AGiigacao = -7.35 kcal/mol),
constante de inibigdo (Ki = 4.07) e 13 interacdes hidrofobicas comparado ao complexo
AsS_Lcitrulina (AGiigagio = -6.24 kcal/mol, Ki = 26.78 e 6 interacfes hidrofdbicas,
respectivamente). No entanto, o complexo formado AsS_Lcitrulina seis interac6es ligagdes de
hidrogénio (Arg272, Asn123, Argl27, Ser92, Tyr87, Glu191), enquanto que o complexo de
AsS_BPP-BrachyNH> formado apenas trés (Gly120, Glu129, Glu139). Observou-se também
que a L-citrulina permaneceu na regido do sitio ativo, interagindo por ligacdo de hidrogénio
com o aminoacido Asnl23, que estd de acordo com a literatura, enquanto o peptideo
permaneceu na superficie do AsS.

Observa-se que a L-citrulina_AsS (Fig. 15B) obteve maior quantidade de contatos
hidrofobicos (8 aminoacidos) e pontes de hidrogénio (7 aminoacidos) em relacdo ao BPP-
BrachyNH. AsS (Fig. 15A) que obtiveram 6 e 4, respectivamente. Apos as simulagdes de DM,
a L-citrulina permaneceu na regido do sitio ativo do AsS fazendo 97% de interagcbes com o

aminoéacido Asn123 (36% dos contatos hidrofobicos e 61% por pontes de hidrogénio).

Com relagdo ao complexo AsS com os dois ligantes simultaneamente, observou-se que
houve um aumento nas interagdes BPP-BrachyNH, em contato com a L-citrulina e AsS (Fig.
15C) em relacdo ao BPP-BrachyNH. (Fig. 15A) sem a presenca de L-citrulina; houve uma
diminuicdo nas interagdes da L-citrulina em contato com o BPP-BrachyNH> (Fig. 15D) em

relacdo a L-citrulina (Fig. 15B) sem a presenca de BPP-BrachyNH.. Além disso, houve uma
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mudanca na quantidade de interacdes de amino&cidos da regido do sitio ativo, Asp124 com um
total de 91% diminuiu para 58% e Asn123 com um total de 97% diminuiu para 56%, que pode
estar relacionada a formacao do produto da reacdo que a enzima AsS catalisa, 0 arginosuccinato,

mas sera necessario mais estudos para essa conclusao.
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7. Consideracdes finais e Perspectivas

A partir dos resultados obtidos, foi possivel concluir que:

A atenuacao significativa do efeito do BPP-BrachyNH> na presenca de MDLA, inibidor
seletivo da enzima AsS, indica o envolvimento de um possivel aumento na biodisponibilidade
de L-arginina, substrato para sintese de NO, em modelo de disfun¢do endotelial induzida por
LPS.

Estudos in silico de ancoramento e dindmica molecular entre AsS e BPP-BrachyNH:
corroboraram com o0 envolvimento desta enzima no efeito vasorrelaxante induzido pelo
peptideo.

Esses resultados reforcam a importancia da atividade do BPP-BrachyNH2; em estudos
relacionados a investigacdo de outras vias envolvidas nesta resposta, reforcando potencial
aplicacdo em modelos fisiopatoldgicos complementares de disfuncdo endotelial, sugerindo
utilizagcdo em tratamentos de doencas cardiovasculares. Como perspectivas futuras, segue:

e Investigacdo do papel do efeito do BPP-BrachyNHz no vasorelaxamento induzido

por L-citrulina em artérias mesentéricas pequenas de rato tratadas com LPS;

e Determinacdo bioquimica da atividade e da expressdo da enzima AsS sobre o efeito
do BPP-BrachyNH;

e Investigar a atividade da enzima AsS em outros modelos de disfuncdo endotelial,
como nova proteina-alvo para o tratamento de condigcdes fisiopatologicas
decorrentes de deficiéncia de NO, como diabetes;

e Contribuir com o fortalecimento das potenciais aplica¢fes terapéuticas dos PRO em
doencas relacionadas a deficiéncia de NO e de seus possiveis alvos farmacoldgicos

envolvidos.
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