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RESUMO

A bradicinina (BK) é um nonapeptideo vasodilatador que apresenta regidées com
aminoacidos susceptiveis a acdo de proteases. Quando metabolizada, a Bk ndo
promove vasodilatacdo, devido a meia-vida reduzida. O objetivo deste trabalho é
analisar a atividade da Bk e de dois analogos na presenca de um inibidor de
proteases denominado black-eyed pea trypsin/chymotrypsin (BTCI). Sistemas
contendo BTCI e Bk e seus analogos foram caracterizados estruturalmente na
forma de complexos moleculares, por métodos espectroscopicos. As atividades
dessas moléculas nas formas livre e de complexos, bem como o efeito na
contratiidade em musculo liso de cobaia, foram avaliadas em ensaios
colorimétricos in vitro e ex vivo. Além disso, o efeito do BTCI na potencializacao
da acdo hipotensora da Bk e dos seus analogos foi investigado por meio de
ensaios in vivo em ratos normotensos. As dimensdes moleculares do BTCI na
presenca dos peptideos, monitoradas por espalhamento de luz dinamico, indicou
formagcdo de complexos entre estas moléculas. Esse processo foi associado a
alteracdes conformacionais na estrutura do BTCI, monitoradas por espectroscopia
de dicroismo circular distante do UV. Adicionalmente, ensaios enzimaticos
mostraram que o BTCI mantém sua atividade inibitéria contra proteases na
presenca dos peptideos e impede a degradacéo de Bk e seus analogos por estas
proteases. Os ensaios em ileo de cobaia demonstraram que Bk e seus analogos
apresentam atividade na contracdo do musculo liso, que é mantida quando
adicionadoso BTCI e as proteases. Quando o BTCI foi testado in vivo em ratos
Wistar, associado a Bk e aos analogos, diminuicdo da resisténcia vascular e,
consequentemente, da hipotensdo, foram observadas, além da vasodilatacao
renal e aortica, principalmente quando complexado com a Bk e a Bk,. O presente
estudo mostrou a inibicdo de proteases pelo BTCI na presenca de Bk e seus
analogos e indica este inibidor como uma ferramenta promissora para 0 aumento
dos efeitos da Bk que visem o controle da hipertensdo. Além disso, foi mostrado
gque os analogos de Bk podem ser utilizados como estratégia para o

desenvolvimento de um sistema hipotensor de acéo prolongada.

Palavras-chave: Inibidor Bowman-Birk, bradicinina, Vignaunguiculata, estrutura

da proteina, atividade hipotensora.
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ABSTRACT

Bradykinin (Bk) is a vasodilator nonapeptide presenting amino acid residues
susceptible to proteases cleavage. Bk does not promote vasodilation when
metabolized due its reduced half-life in this condition. The aim of this study was to
analyze the activity of Bk and two analogs in the presence of the protease inhibitor
named black-eyed pea trypsin proteases/chymotrypsin, BTCI. The BTCI, Bk and its
analogues were characterized by spectroscopic methods in free and complexes
forms. Ex vivo assays using guinea pig ileum were carried out to monitor the activity
of the molecules in solution. Furthermore, the potentiation of the hypotensive action
of Bk and its analogues, in the presence of BTCI, was investigated in normotensive
rats. The hydrodynamic diameters of BTCI in the presence of peptides,monitored by
dynamic light scattering, indicated the formation of complexes between these
molecules. It was associated with conformational changes of BTCl,indicated by far-
UV circular dichroismspectroscopy. Additionally, enzymatic assays showed that BTCI
retains its inhibitory activity against proteases in the presence of these peptides,
inhibiting their proteolytic degradation. Tests on guinea pig ileum demonstrated that
BK and its analogues exhibit activity on the smooth muscle in the absence and
presence of BTCI. When BTCI was tested in vivo on Wistar rats, in the presence of
Bk and its analogues, induced a decrease in vascular resistance and, consequently,
hypotension, as well as renal and aortic vasodilation, mainly when in complex with Bk
and Bk,. This study indicates BTCI as a promising tool for increasing the effects of Bk
aiming hypertension control. Furthermore, it shows that BK analogues are good
strategies for the development of a system for prolonged hypotensive action.

Keywords: Bowman-Birk inhibitor, bradykinin, Vigna unguiculata, protein structure,

hypotensive activity
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ANEXOS



CONSIDERACOES INICIAIS

Em sistemas biologicos, em geral, proteases podem ser inativadas por
degradacdo proteolitica e por acdo de inibidores, que bloqueiam o sitio catalitico,
participando da regulacédo das atividades proteoliticas dessas moléculas (Lakowicz e
Kato, 1980). Inibidores de proteases sdo amplamente distribuidos na natureza e
aqueles encontrados em plantas, pertencem a familias de proteinas que sao
utilizadas para a defesa contra insetos e microrganismos e também como proteinas
de reserva (Ikenaka e Norioka, 1986).

Estes inibidores apresentam potencial para serem aplicados na obtencéo de
plantas geneticamente modificadas e em aplicacdes biomédicas, considerando sua
acao contra microrganismos e insetos e suas propriedades anticarcinogénicas
(Joanitti, Freitas e Silva, 2006). Entre os varios tipos de inibidores de
serinoproteases, alguns dos mais estudados sdo aqueles pertencentes a familia
Bowman-Birk (Laskowski e Qasim, 2000; De Leo et al, 2002).

Os inibidores da familia Bowman-Birk (BBI), & qual pertence o BTCI (black-
eyed pea trypsin/chymotrypsin inhibitor), objeto de estudo deste trabalho, tém sido
descritos como agentes supressores de carcinogénese (iniciagdo, promocao e
progressdo) em diversos 6rgaos e tecidos como mama, célon, figado, pulméao,
esbfago, epitélio oral e em células de origem hematopoieticas e do tecido epitelial e
conjuntivo (Kennedy, 1998; Deryugina et al, 2002). O BTCI tem sido alvo de estudos
biofisicos estruturais ha mais de 40 anos no Laboratério de Biofisica Estrutural da
Universidade de Brasilia-UnB, consistindo em uma linha de pesquisa iniciada pelo
Prof. Dr. Manuel Matheus Ventura e em andamento com a lideranga da Profa. Dra.
Sonia Maria de Freitas. Este inibidor constitui alvo de desenvolvimento biotecnolégico

em diversas areas, tendo sido caracterizado como agente anticarcinogénico de



cancer da mama (Joanitti, Azevedo e Freitas, 2010) e com acéo inibitéria sobre o
desenvolvimento de Anthonomus grandis (praga do algodoeiro) (Franco et al, 2003).
O BTCI promove alteracbes morfologicas lesivas em larvas e em inseto adulto da
praga do algodoeiro podendo também ser utilizado como importante estratégia no
desenvolvimento de plantas transgénicas resistentes ao ataque de pragas (Franco et
al, 2003).

O BTCI foi objeto de estudo de um trabalho relacionado direta e indiretamente
com a regulacdo da homeostase de fluidos e eletrdlitos, tendo sido o primeiro inibidor
BBI reportado apresentando efeitos na natriurese em modelo de rins de rato isolados
e perfundidos (Carvalho et al, 2008). Esse trabalho foi um dos fatores motivadores da
presente tese, por apresentar relacdo, mesmo que indireta, com 0s objetivos aqui
propostos, conforme apresentado na secao de objetivos e justificativa. Neste trabalho
reportado por Carvalho e colaboradores, os autores mostraram que o BTCI
potencializa a acdo do peptideo hipotensor, a guanilina, além de apresentar efeito
diretamente no processo de filtracdo glomerular, em modelos renais de ratos
perfundidos. Isto pode estar diretamente relacionado a estrutura do BTCI por
apresentar dois sitios reativos em alcas B que interagem, simultaneamente e
independentemente, inibindo a tripsina (sitio reativo Lys26) e a quimotripsina (sitio
reativo Phe43) (Freitas et al, 1997; Barbosa et al, 2007).

Os dados apresentados sugerem que o BTCI pode inibir in vivo a degradacao
de alguns peptideos ativos como a guanilina, um indutor da natriurese que
rapidamente é inativado no sangue, por enzimas do tipo quimotripsina.

Similarmente a guanilina, a Bk é um peptideo hipotensor que quando liberado
na corrente sanguinea é rapidamente degradado por serinoproteases (Uchegbu,

1999). Em uma dissertacdo de mestrado do programa de Pds-graduacdo em Biologia



Animal da Universidade de Brasilia, desenvolvida na EMBRAPA- Recursos Genéticos
e Biotecnologia, sob a orientacdo do Dr. Luciano Paulino Silva, diversos analogos de
Bk foram identificados a partir da secrecdo cutanea de anfibios do género
Phyllomedusa encontrados na regido da Mata Atlantica e na Floresta Amazobnica
(Mundim, 2008). Em parceria dos Professores Dra. Sonia Maria de Freitas, do
Laboratorio de Biofisica Molecular da Universidade de Brasilia e do Professor Dr.
Luciano P. Silva, do Laboratério de Espectrometria de Massa da EMBRAPA -
Recursos Genéticos e Biotecnologia, a sequéncia dos analogos de Bk foi
disponibilizada e os analogos utilizados para o presente estudo foram sintetizados e

purificados (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncia de aminoacidos da bradicinina e analogos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 MM. (Da)
Bk Bradicinina R P P F P F R - -- 1060,7
Bk, Val,[T]°-bradicinil-Val,Asp v P P F P F R V D 1231,7
Bk,  Val,[T]>bradicinil-Glu,Ser v P P F P F R Q 1232,7

Neste sentido, este trabalho consistiu em verificar os possiveis efeitos do BTCI
por meio de analises in vitro, ex vivo e in vivo, associado aos analogos de Bk sobre
musculo liso isolado de cobaia (Cavia porcellus) e fisiologia cardiovascular. Além
disso, alteragbes estruturais do BTCI foram monitoradas, visto que o trabalho
envolveu diversas moléculas bioativas, como os analogos de Bk, BTCI e as
serinoproteases tripsina e quimotripsina. Os resultados e a discussao dos resultados
dessa tese foram desmembrados e serdo apresentados em duas secdes distintas. A
primeira secdo apresenta o0 estudo estrutural da Bk e seus analogos com as
serinoproteases, além da atividade destas biomoléculas. A segunda secao envolve o

estudo estrutural e a atividade do BTCI apos a adicdo ao sistema contendo Bk e



analogos e as serinoproteases. Anteriormente a estas sec¢fes, sdo apresentadas as

secdes de Introducéo e Material e Métodos.
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INTRODUCAO

Homeostasia e Presséo Arterial Sistémica (PAS)

As doencas cardiovasculares representam aproximadamente 65% dos 6bitos
no Brasil entre adultos de 30 a 69 anos (Instituto do Coragédo do Hospital das Clinicas
- INCOR, 2012). A hipertensdo é um dos grandes fatores de risco para o derrame
cerebral, que € uma das principais causas de morte no Brasil. Existem cerca de 600
milhdes de hipertensos em todo 0 mundo. A estimativa de prevaléncia de hipertensao
no Brasil € de um quarto da populacao.

A pressdo arterial sisttmica (PAS) € dependente de sistemas fisiol6gicos
enddgenos que interferem no volume sanguineo, na resisténcia e na capacidade dos
vasos sanguineos. O controle da PAS esta relacionado ao equilibrio de integracdo
entre o Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) e o Sistema Calicreina-
Cinina (Simdes e Silva, 2006). Este equilibrio ocorre por meio da liberacédo de fatores
a partir destes sistemas, que promovem o0 aumento ou a diminuicdo da PAS, como a
angiotensina Il e a bradicinina, respectivamente (Ver esquema representado em

anexo).

Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona- SRAA

A via do SRAA consiste de uma cascata de reagdes que resultam em um
agente vasoconstritor, 0 angiotensinogénio Il. Em casos de reducgéo de concentracdes
de sédio nos rins e no coragdo, hipovolemia e/ou hipotensdo, uma enzima
glicoproteolitica, renina, € liberada no sangue a partir das células justaglomerulares
das arteriolas aferentes dos rins. A renina é formada a partir da hidrélise da pro-renina
por enzimas tipo tripsina, como a calicreina. A pro-renina apresenta 43 residuos de

aminoacidos deixando inacessivel o sitio ativo da renina. Apdés a remocdo deste



fragmento por acdo das calicreinas, a renina torna-se ativa (Campbell, 2003). A renina
€ uma angiotensinogenase que cliva a ligacdo entre os residuos de leucina e valina
da porcao N-terminal do angiotensinogénio circulante e forma angiotensina | (Figura
1).

O angiotensinogénio quando degradado pela renina, tem sua estrutura primaria
reduzida a um decapeptideo, formando a angiotensina |. Esta sofre rapidamente
remocao dos residuos His® e Leu'® sendo convertida a angiotensina Il por acdo das

Enzimas Conversoras de Angiotensina (ECA) (Griendling et al, 1993).
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Figura 1. Formacao de angiotensina Il a partir da acdo do sistema renina-angiotensina. As

setas solidas representam reacfes convencionais e as setas tracejadas as reacles

alternativas nao convencionais. Fonte: Goodman e Gilman, 2005.



A angiotensina Il age predominantemente em receptores angiotensinérgicos |
(AT,) promovendo contracdo arteriolar por ativacdo da fosfolipase C e consequente
aumento celular de adenosina 5-monofosfato ciclico (CAMP) (Levinsky, 1979; Simdes
e Silva, 2006).

Trabalhos anteriores mostraram aumento da concentracdo de renina nos rins
em pacientes tratados com inibidores da ECA como captopril e enalapril (Levinsky,
1979). Estes inibidores, além de impedirem a formacédo do peptideo vasoconstritor,
impedem a retencao de eletrélitos e de agua por inibicdo da excrecdo de aldosterona
e vasopressina. O uso continuo destes medicamentos leva a resposta positiva na
producao de renina. Sendo a pro-renina o precursor e indutor de enzimas tipo tripsina,
inibidores de serinoproteases podem impedir 0 desbloqueio do sitio catalitico da pro-
renina. Os inibidores de serinoproteases podem ser fortes candidatos a terapéutica
por apresentarem a caracteristica de se ligar as enzimas responsaveis pela ativacao
da renina. Isto impede a formacdo da angiotensina Il, evitando sua acado
vasoconstritora.

Além disto, serinoproteases sdo encontradas tanto em organismos simples
quanto nos mais complexos. A triade catalitica destas enzimas cliva ligacbes
proximas aos residuos de aminoacidos aromaticos além de arginina e lisina
(Hedstrom, 2002; Ross et al, 2003), encontrados também em Bk, uma cinina (Puente
e Lopez, 2004). A inibicdo destas serinoproteases favorece a ag¢ao de cininas no

organismo como agente hipotensor.

Sistema Calicreina-Cinina
O sistema Calicreina-Cinina foi primeiramente descrito em 1937 por Eugen

Werle (Werle, 1937). A cascata de ativacdo deste sistema ocorre por indutores



fisiolégicos ainda ndo bem esclarecidos. Este € um sistema complexo com
diversidade de efeitos fisiolégicos mediados por cininas, agentes cardioprotetores e
pré-inflamatoérios, substancias originadas a partir da acdo de calicreinas.

A existéncia de calicreina foi detectada nas décadas de 1920 e 1930 por Frey e
colaboradores, além de Kraut e Werle quando verificaram que amostras de urina
apresentavam uma substancia hipotensora. Mais tarde, esta substancia foi detectada
em outros tecidos com maior concentracdo no pancreas, do grego kallikréas, dai o
nome de calicreina. Em 1937, foi observado que a calicreina gera produtos ativos a
partir de uma ay-globulina plasmatica, o cininogénio. Existem dois tipos de
cininogénio: o de baixo peso molecular (LMWK) e o de alto peso molecular (HMWK),
sendo primeiramente identificado o produto formado a partir da acdo da calicreina
tecidual sobre o LMWK, a calidina (Werle, 1937).

O HMWK é um substrato da calicreina plasmatica que atua gerando uma
substéancia cujo efeito fisiologico foi identificado em 1949 por Rocha e Silva e colegas.
Eles observaram os efeitos de sangue de cachorro contendo veneno de serpente
(Bothrops jararaca) sobre musculo liso de ileo de porquinhos-da-india. A partir destes
ensaios a acdo sobre o musculo liso foi registrada e constataram a presenca de uma
substancia que induzia movimentos de contracdo no ileo de forma lenta e
denominaram esta substancia de bradicinina, do grego bradys: lento e kinesis:
movimento. A acdo de calicreinas sobre o cininogénio forma as cininas, pertencendo
ao grupo calicreina-cininas.

Em 1960, Elliot e colaboradores definiram a estrutura da Bk, a partir desta
descoberta, varios analogos foram sintetizados permitindo um progresso na
elucidacdo da relacdo da estrutura e funcdo das cininas (Elliot, 1963). Estudos

substituindo cada residuo de aminoacido presente na bradicinina permitiram verificar
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as alteracdes funcionais decorrentes das alteracdes e comparar as acoes efetuadas
pelo peptideo original. Além disto, analogos sintetizados a partir do cininogénio,
apresentando extensdo na porcdo N-terminal, mostrou que ndo promoveu diferenca
nos efeitos biologicos (Stewart, 1968; Cann, 1973). Porém, o alongamento da
sequéncia da Bk na porcdo C-terminal diminuiu extensivamente sua acéo
vasodilatadora comprovando a acdo do residuo Arg® sobre o receptor (Stewart,
1968).

As cininas agem como autacoides, ou seja, sdo mediadores da dor, da
inflamacdo, da quimiotaxia e aumentam a permeabilidade dos capilares e sao
potentes vasodilatadores (Regoli e Barabe, 1980). As concentracfes plasmaticas das
cininas ainda ndo estdo bem estabelecidas por apresentarem duracdo efémera no
plasma. Cininases, serionoproteases, como ECA e aminopeptidases sdo proteases
qgue hidrolisam rapidamente as cininas que ficam disponiveis somente nas
concentracdes de picomolar ou femtomolar (Levinsky, 1979; Regoli e Barabe, 1980).

As cininas presentes em humanos sédo a bradicinina (BK) e a calidina, com um
residuo de lisina a mais na porcao N-terminal da estrutura da Bk. A acdo das cininas é
mediada por receptores do tipo B1 e B2 acoplados a proteina G (Moreau et al, 2005).
O B1 é expresso somente em situacdes de lesdo, estando associado a dor crénica. O
gene do receptor B2 € expresso constitutivamente e esta diretamente envolvido com a
acdo vasodilatadora da Bk em artérias e arteriolas (Rachid et al, 2004). O receptor B2
tem sido identificado principalmente em células endoteliais e em células musculares

lisas (Moreau et al, 2005).
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Metabolismo de Bradicinina- Bk

A Bk é um peptideo constituido de nove residuos de aminoacidos cuja
sequéncia classica encontrada em mamiferos, em particular humanos, é Arg-Pro-Pro-
Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg, sendo as posicdes 5-6 e 7-8 clivadas pela ECA, além de
apresentar outras regides favoraveis a acdo de proteases (Figura 2). A Bk atua no
sistema de controle da PAS otimizando o efeito de farmacos anti-hipertensivos,
mediante a acdo de inibidores da ECA que limitam a obtencdo de angiotensina I,
inibindo a vasoconstricdo e a degradacdo da Bk por esta enzima. O pentapeptideo,
resultante da acdo da ECA na posicdo 5-6 da Bk, apresenta acdo anticoagulante,

cujos efeitos ndo sdo mediados por receptores (Kuoppala et al, 2000).

Cininase |
Aminopeptidase P (Carboxipeptidase N)

:

Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg

S,

Dipeptidil-peptidase IV Enzima conversora de angiotensina
(Cininase l)
Endopeptidase neutra

Figura 2. Metabolismo da bradicinina. A Bk é inativada por proteases, que atuam nas

posicOes especificas, como indicado pelas setas. Fonte: Goodman e Gilman, 2005.

Os efeitos fisiolégicos da Bk como aumento da permeabilidade vascular,
contracdo do musculo liso e vasodilatacdo, derivam da presenca de receptores do tipo

B2 nas células do musculo liso e endoteliais (Couture et al, 2001). Estes receptores
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sdo acoplados a proteina G e a ativacao deles geram segundos mensageiros como
inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), que aumentam o influxo de calcio e
ativam a fosfolipase C, produzindo prostaglandinas que liberam cAMP no musculo liso
vascular, respectivamente. Além disto, a ativacdo do receptor tipo B2 aumenta
diretamente o influxo de célcio que se complexa com a calmodulina, e ativa a enzima
oxido nitrico sintase (NOS). Esta, converte arginina em um fator de relaxamento
derivado do endotélio (EDRF), o oxido nitrico (NO) conversor de guanidina trifosfato
(GTP) em guanilina 5-monofosfato ciclico (cGMP), relacionado também com efeito
vasodilatador (Moreau et al, 2005). Estes agentes vasodilatadores medeiam a
liberacdo de um fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), que apresenta
efeito vasodilatador sinérgico ao NO.

A Bk também induz a natriurese por inibir a reabsor¢cdo de sédio no ducto
coletor cortical. Desta forma, age diminuindo a volemia, o retorno venoso, o débito
cardiaco e, consequentemente, a pressao arterial. A Bk € degradada entre 80 a 90%
na corrente sanguinea e no endotélio por acdo de cininases que sdo classificadas
como serinoproteases. A Bk desempenha somente 2/3 de sua atividade potencial
devido a presenca da ECA (Kuoppala et al, 2000).

A associagao da Bk a inibidores de serinoproteases pode manter a integridade
e a estabilidade desta substancia podendo ser uma estratégia para protecao deste
ataque enzimatico no sangue (Uchegbu, 1999). Além disto, os analogos da
bradicinina estudados neste trabalho, por apresentarem uma extensédo C-terminal,
podem ser uma estratégia para um efeito hipotensor prolongado. Os resultados
observados a partir desta hipotese estdo apresentados ao longo do trabalho. A adicao

dos residuos negativo como aspartato em Bk; e polar como glutamina em Bk, pode
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retardar a acao das serinoproteases permitindo um efeito prolongado sobre os vasos

sanguineos.

Serinoproteases

As serinoproteases sao assim denominadas por terem sido as primeiras

proteases descobertas apresentando um residuo Ser'®®

responsavel pelo ataque
nucleofilico. Junto ao residuo Ser*®® foram encontrados os residuos Asp'® e His®’
compondo uma triade no sitio catalitico das proteases. Esta triade catalitica é
responsavel pela funcéo bioldgica que as serinoproteases desempenham incluindo
hidrolise de proteinas e participacdo na homeostase, por clivarem regifes peptidicas
apos residuos hidrofobicos e carregados positivamente (Hedstrom, 2002).

No sitio ativo existem bolsdes formando grupos de residuos de aminoacidos
gue favorecem a especificidade das serinoproteases. Estes grupos sao formados
principalmente por meio de ligacdes de hidrogénio entre os residuos adjacentes
proximos aos residuos da triade. Isto € observado para a quimotripsina e tripsina em
que a Ser'®, Gly?'® e Gly**® e Asp™®® Gly**® e Gly?*® formam ambientes hidrofébico
ou negativo o que controla a preferéncia destas enzimas pela clivagem em regides
proximas a residuos apolares e positivos, respectivamente.

A hidroxila do residuo Ser'®® promove a deacilagdo do carbono do grupo
carbonila do substrato peptidico. Esta acdo é estabilizada pelo residuo His®' que
funciona como uma base quando € protonada pelo hidrogénio da hidroxila do
residuo Ser'®® que formando um intermediario tetraédrico (Figura 3 A). His®’ esta
ligado ao residuo Asp'® por ligacdo de hidrogénio que favorece a estabilidade da
reacao catalitica (Figura 3 A). A ressonancia da dupla ligagcéo induz a saida do grupo

amina da ligacdo peptidica com um hidrogénio a mais devido a desprotonacédo de
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His>’ (Figura 3 B) gerando o intermediario acilenzima (Figura 3 C). Uma molécula de
agua que participa da camada de solvatacdo ataca o carbono da carbonila da
acilenzima (Figura 3 C) e novamente o residuo His®>’ é protonado enquanto a
hidroxila induz deacilacdo formando um intermediario tetraédrico (Figura 3 D). Isto
induz a quebra da ligacdo entre o residuo Ser*®® e o substrato e a recuperacéo do

grupo hidroxila de Ser*®® (Figura 3 E) (Hedstrm, 2002).
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Figura 3. Mecanismo de ac¢éo geral (catélise acida e basica) das serinoproteases. Hedstrom,
2002.

Esta acdo catalitica das serinoproteases é regulada por agentes inibidores.
Inicialmente, as serinoproteases sdo secretadas e depois, séo liberados os inibidores.
As serinoproteases séo produtos da clivagem de zimogénios, precursores enzimaticos
que maturam na forma das proteases pancreaticas como tripsina, quimotripsina e
elastina a partir de tripsinogénio por acédo de enteropeptidase, quimotripsinigénio e
proelastina, respectivamente. Varios inibidores apresentam estruturas semelhantes
aos produtos intermediarios, gerados a partir da acdo catalitica das serinoproteases,

uns mimetizam o intermediario tetraédrico e outros a acilenzima. Os inibidores sdo
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considerados analogos do estado de transicao e isto proporciona uma maior afinidade

as proteases de forma a garantir uma ligacéo estavel (Madala, Tindall e Fairlie, 2010).

Inibidores de Serinoproteases

Os inibidores de proteases, encontrados em plantas, animais e
microorganismos, S&8o importantes para a regulacdo da atividade de enzimas
proteoliticas (Laskowski e Kato, 1980; Bode e Huber, 2000). O interesse pelos
inibidores proteicos nas areas da saude esta associado ao fato de que estas
proteinas inibem proteases que controlam fung¢des vitais nos seres vivos, como a
replicacdo viral, controle da fibrinélise, regulacéo da atividade proteolitica, inibicdo de
enzimas digestivas de insetos predadores de plantas, inibicdo de enzimas secretadas
por leucdcitos, entre outras. As propriedades biologicas, quimicas, fisiolégicas e
estruturais destes inibidores tém sido investigadas nos ultimos 50 anos. No entanto,
até hoje o estudo da relacdo estrutura-funcdo e o potencial biotecnolégico destes
inibidores sao ainda fontes “inesgotaveis” nas pesquisas basicas e aplicadas nas mais
diversas areas das ciéncias da vida.

Considerando que estes inibidores de serinoproteases apresentam maior
distribuicdo em plantas, em 1946, o pesquisador Bowman e, posteriormente em
1963, Birk identificaram inibidores de serinoproteases a partir de sementes de
plantas da familia Leguminosae. Os inibidores da familia Bowman-Birk (BBI), a qual
pertence o BTCI (black-eyed pea trypsin/chymotrypsin inhibitor), tém sido descritos
como agentes supressores de carcinogénese (iniciacdo, promogcao e progressao)
em diversos 6rgaos e tecidos (mama, célon, figado, pulméo, eséfago, epitélio oral),
em células de origem hematopoiéticas e células do tecido epitelial e do tecido

conjuntivo (Kennedy, 1998; Deryugina et al, 2002). Além disto, tem sido discutido o
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papel destes inibidores em enzimas ou moduladores enzimaticos presentes na
membrana celular (Carvalho et al., 2008) e com ac¢éo especifica nos processos de
angiogénese (Armstrong et al, 2000; Noel et al, 1998).

O BTCI foi descrito recentemente como um potente inibidor da atividade
proteolitica do proteassoma 20S (Souza et al, 2014). Proteassoma é um complexo
de enzimas do tipo tripsina, quimotripsina e caspase, responsaveis por reconhecer e
degradar proteinas ubiquitinadas. Um aumento da atividade do proteassoma 20S foi
registrado em células cancerosas. Tendo isto em vista, Souza et al (2014)
estudaram os efeitos inibitérios do BTCI sobre o proteassoma 20S com a finalidade
de induzir a disfuncdo celular e, consequentemente, levar células de cancer de
mama (MCF-7) a apoptose. Estudos utilizando ensaios in vitro e microscopia
confocal mostraram que o BTCI atravessa a membrana das células de cancer de
mama e forma complexos com o proteassoma citoplasmatico e nuclear inibindo sua
atividade catalitica 0 que pode estar relacionado aos efeitos anticarcinogénicos

anteriormente descritos.

Black-eyed pea trypsin/chymotrypsin inhibitor — BTCI

O BTCI foi purificado, primeiramente, em 1966 por Ventura e Xavier a partir de
sementes de Vigna unguiculata, conhecido como feijao-de-corda. O nome deste BBI
deve-se as caracteristicas fisicas do feijdo, sementes de cor amarelada e um hilo

branco com orla de cor mais escura (Figura 4).
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Figura 4. Sementes maduras de Vigna unguiculata (Joanitti, 2008).

Esse inibidor € uma molécula globular apresentando 83 residuos de
aminoacidos e massa molecular de 9,1 kDa (Freitas, et al, 1997; Morhy e Ventura,
1987). E estavel, devido a presenca de sete ligacbes dissulfeto, apresentando
atividade entre as faixas de pH 3 a 10, a temperatura ambiente e perde somente 4%
de sua atividade inibitéria em temperaturas altas, de até 95°C (Silva et al, 2001). O
BTCI apresenta dois subdominios similares cujos sitios reativos sao independentes e
posicionados em alcas (. Estas alcas apresentam nove residuos de aminoacidos
estabilizados por ligacdes de hidrogénio, sendo a Lys?® e Phe> os sitios reativos para
a tripsina e quimotripsina, respectivamente (Figura 5) (Freitas et al, 1997; Barbosa et
al, 2007).

A distancia entre os sitios reativos contra as serinoproteases (32,5 A) permite a
inibicdo simultdnea das serinoproteases sendo que a formacdo de um complexo
binario como BTCI-tripsina ou BTCI-quiotripsina ndo induz a alteracdo conformacional
no restante da molécula (Barbosa et al, 2007). A estrutura do BTCI ligado
simultaneamente a tripsina e quimotripsina ja foi resolvida e depositada no PDB,
considerando que é a primeira estrutura do complexo ternario de inibidores BBI com
tripsina e quimotripsina, depositada no PDB (Esteves et al, 2007; Codigo PDB 3RU4).

A interacdo entre o BTCI e a quimotripsina esta representada na figura 6. O
arranjo estrutural do BTCI é caracterizado pela presenca de residuos de amino&cidos

apolares expostos ao meio. Ensaios espectroscopicos com BTCI mostraram a
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presenca de uma tirosina e trés fenilalaninas expostas ao solvente (Mizuta e Ventura,
1983; Martin e Ventura, 1986; Barbosa et al, 2007). Esta conformacédo diferenciada
pode estar relacionada a propriedade do BTCI de auto-associagao.

Imagens topograficas da molécula do BTCI obtidas a partir de analises por
microscopia de forca atbmica (MFA) mostraram que este inibidor apresenta
caracteristica globular-elipsoidal de dimensées 0,62-1,21 nm, 3,0-97,4 nm? e 7,1—
91,4 nm para altura, area e perimetro, respectivamente. Estas formas moleculares
rearranjaram-se sobre a superficie de analise (mica) de forma ordenada, porém
multimerizada. Foram encontradas formas monomeéricas, diméricas, triméricas e
hexameéricas. Analises por simulacdo em docking foram feitas para validar as analises
por MFA e foram selecionados o0s arranjos dos multimeros energeticamente
favoraveis, com associacfes de até treze mondémeros de BTCI. Este processo de
associacdo dos mondémeros do BTCI € ordenado de forma a gerar os multimeros a
partir de estruturas diméricas e triméricas e podem ocorrer nos sistemas bioldgicos

favorecendo a acao do inibidor (Silva et al, 2005).

Phes3(” ]

Figura 5. Estrutura tridimensional do BTCI (Barbosa et al, 2007; c6digo no pdb 2G81).
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Figura 6. Complexo BTCI-quimotripsina. A primeira figura corresponde a interacdo entre o
BTCI e a quimotripsina em que as cores azul e rosa representam as regides dos sitios
reativos do BTCI. A segunda figura representa os residuos do BTCI e da quimotripsina

envolvidos no processo de interacdo. (Freitas et al, 1997).

Esse inibidor constitui alvo de desenvolvimento tecnolégico em diversas areas,
tendo sido caracterizado como agente anticarcinogénico de cancer da mama além de
interferir no desenvolvimento de Anthonomus grandis (praga do algodoeiro) (Joanitti,
Azevedo e Freitas, 2010; Carvalho et al, 2008).

Mais recentemente, Joanitti e colaboradores (2010) desenvolveram estudos in
vitro que confirmaram o potencial anticarcinogénico do BTCI sobre células de cancer
de mama MCF-7. Os resultados encontrados a partir dos ensaios em células de

cancer de mama comprovaram uma reducao da viabilidade celular e da proliferagéo
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nas fases S e G2 / M. Além disso, foram observados efeitos citostaticos e citotoxicos
como morte das células por apoptose associada a alteragbes morfologicas
expressivas. Foram observadas fragmentacdo da membrana celular, desorganizacao
citoplasmatica, aumento do volume dos lisossomos e desorganizacdo da cromatina
em células tumorais tratadas com BTCI. Nao foi observada interferéncia do BTCI na
viabilidade de células de mama saudaveis sugerindo, entdo, o BTCI ser um potente
agente anticarcinogénico contra células tumorais sem apresentar efeitos adversos
significativos em células normais (Joanitti, Azevedo e Freitas, 2010).

Franco e colaboradores (2003) mostraram que o BTCI causa alteracdes
morfologicas lesivas em larvas e inseto adulto podendo ser utilizado no
desenvolvimento de plantas transgénicas resistentes ao atague de pragas. Nessa
pesquisa, os efeitos inibitérios do BTCI sobre enzimas digestérias do intestino de
larvas de Anthonomus grandis foram testados por meio de uma dieta artificial
contendo BTCI a 10 mM, 50 mM e 100 mM. Por meio desse experimento, uma
diminuicdo de peso larval de 54% foi observada, quando utilizado BTCI 100 mM,

além de ser detectada 65% de mortalidade dos insetos.

BTCI como agente natriurético

O BTCI também foi caracterizado como importante inibidor envolvido na
potencializagdo do efeito do peptideo guanilina, na homeostase de fluidos e
eletrdlitos, por inibicdo de serinoproteases presentes no sangue, semelhantes a
quimotripsina (Carvalho et al, 2008).

A guanilina é um peptideo endoégeno analogo a enterotoxina termoestavel

(STa) que tem acdo sobre receptores acoplados a proteina G com posterior de

secrecdo de cGMP, que atua como indutor da natriurese e kaliurese. A guanilina foi
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isolada a partir da por¢éo jejuno do intestino de ratos por Currie e colaboradores em
1992. Greenberg e colegas (1997) observaram que a guanilina € rapidamente
inativada in vitro por ser hidrolisada por quimotripsina e associaram isto a presenca
em sua estrutura de residuos de aminoacidos aromaticos, como fenilalanina e
tirosina.

Partindo do conhecimento que o BTCI € um inibidor de serinoproteases, e com
0 objetivo de analisar se as proteases chymotrypsin-like apresentavam relagdo com o
sistema renal, modelos de hipertensdo em ratos foram estudados na presenca do
BTCI e guanilina. Perfusados a partir dos rins de ratos adultos Wistar-Kyoto com peso
entre 250-300 g foram coletados e analisados nos ensaios.

Para investigar o efeito do BTCI na homeostase, foram realizados ensaios
utilizando somente o BTCI em modelos de hipertensdo. Mesmo testado com baixas
concentracbes (0,3 — 3,0 uM), o BTCI promoveu aumento na taxa de excrecdo de
sédio e foram observadas as mesmas propor¢cdes na taxa de excrecdo, quando
testado nas concentracfes 0,3 uM, 1,0 uM e 3,0 uM. Desta forma, o efeito natriurético
induzido pelo BTCI néo foi dose-dependente. Entretanto, foram comprovados
diferentes efeitos homeostéaticos do BTCI dependentes da concentracdo utilizada nos
testes. O BTCI testado a 1,0 uM induziu a diurese e o aumento de calemia e, quando
testado na concentracdo 3,0 uM, o inibidor promoveu aumento na taxa de filtracdo
glomerular.

A descricdo destes resultados indicou que a presenca do BTCI no perfusado
antes da adi¢do da guanilina alterou os efeitos renais monitorados pelos parametros
citados acima e possibilitou a acdo da guanilina (Carvalho et al, 2008). Este trabalho
foi o primeiro relato de efeitos renais induzidos por um inibidor Bowman-Birk, com

consequente acdo no equilibrio homeostéatico e foi fundamental para abertura de
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outras possibilidades de investigagdo do efeito do BTCI em sistemas vasculares in

vivo, que é uma das metas descritas na presente Tese.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral:
Avaliar a agéo protetora do BTCI contra a agdo de serinoproteases sobre a Bk
e peptideos analogos, Bk; e Bk, bem como o efeito do BTCI sobre a acéo

hipotensora in vitro, ex vivo e in vivo.

Objetivos Especificos:

e Sintetizar e purificar a Bk e seus peptideos analogos (Bk; e Bky).

e Avaliar a acdo das serinoproteases sobre a Bk e seus analogos por ensaios
colorimétricos in vitro;

e Monitorar as modificagcdes estruturais das serinoproteases decorrentes do
complexo com a Bk e seus analogos por fluorescéncia estatica;

¢ Monitorar a atividade da Bk e de seus andlogos na auséncia e presenca das
serinoproteases;

e Monitorar as modificacdes estruturais do BTCI na presenca de Bk e dos
analogos, por fluorescéncia estatica, dicroismo circular e espalhamento de luz
din&mico;

e Verificar a atividade do BTCI sobre serinoproteases na presenca de Bk e
analogos por ensaios colorimétricos in vitro;

e Monitorar a atividade da Bk e dos analogos na auséncia e presenca do BTCI
em experimentos ex vivo em ileo de cobaia

e Monitorar a acao protetora do BTCI contra serinoproteases sobre a acgao

hipotensora da Bk e dos analogos por métodos ex vivo e in vivo.
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e Avaliar a acéo fisiologica cardiovascular do BTCI na forma livre ou associada

a Bk e aos analogos em sistema in vivo.



29

Organoqgrama: Estratégia experimental

Estratégias experimentais

Obtencao das Moléculas de interesse

BTCI Bk e analogos

Purificagdo por Purificagdo por HPLC
Cromatoarafia de Afinidade

Quantificacdo e Analise da Pureza por MALDI

BTCI Bk e analogos

Fluorescéncia
estatica

BTCI apresenta In vitro DLS
atividade de
inibicdo na

presencade Bk e
analogos?

DC

Ex vitro

Bk e analogos Bk e analogos
apresentam acao | apresentam ac&o
sobre musculo sobre musculo
liso? liso na presenca

do BTCI?

In vivo

Bk e analogos
apresentam acéo

BTCI apresenta
acao
cardiofisiolégica?

cardiofisiolégica?

BTCI protege o
metabolismo de Bk e dos
analogos e potencializa a

acdo hipotensora destes
peptideos?




30

MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram investigadas trés moléculas bioativas com funcdes
distintas: a) hipotensdo: Bk e peptideos analogos de Bk; b) inibicdo (de
serinoproteases): Black-eyed pea Trypsin and Chymotrypsin Inhibitor (BTCI) e c)
protedlise: serinoproteases (quimotripsina e tripsina). Para o desenvolvimento do
estudo, inicialmente foi necessario obter as moléculas ativas isoladamente, para
posteriores andlises da estrutura e da atividade das moléculas isoladas e associadas
em um mesmo sistema. Para tanto, de forma geral, a metodologia consistiu de trés
etapas: 3.1. Obtencdo das Substancias Bioativas, 3.2. Analise Estrutural das
Moléculas Bioativas e 3.3. Analise Funcional das Moléculas Bioativas. Nas
secoes | e Il referentes aos Resultados e Discusséo, os dados foram agrupados de
acordo com a ordem sequencial das analises dos dados obtidos e ndo na orderm de

Material e Métodos descritos.

Obtencéao das Substancias Bioativas

Obtencao de Bk e analogos
Peptideos analogos a Bk foram previamente isolados a partir da secrecao
cutanea de anfibios do género Phyllomedusa espécies P. tomopterna, P. rohdeie P.
burmeisteri e identificados segundo Mundin, 2008. Posteriormente, estes peptideos
foram sintetizados manualmente devido a quantidade insuficiente de amostra
proveniente da purificacdo dos mesmos, isolados naturalmente.
A sintese dos peptideos de interesse foi realizada considerando as

sequéncias: a) RPPGFSPFR, Bk; b) VPPGFTPFRVD, analogo 01 de Bk, denominado
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Bk; e ¢) VPPGFTPFRQS, analogo 02 de Bk, denominado Bk,. O processo de sintese
foi iniciado a partir da regido C-terminal, manualmente e em fase soélida Fmoc/t-butila
(9-fluorenilmetoxicarbonila). Resumidamente, o processo consistiu das etapas a
seguir: 1) desprotecdo do grupamento amino de cada derivado de aminoacido para
disponibilizar o mesmo para ligacao peptidica; 2) lavagem para retirada dos produtos
secundarios; 3) acoplamento do derivado de aminoacido da sequéncia; 4) lavagem e,
apos conclusdo da sintese da estrutura do peptideo de interesse, 5) clivagem da
estrutura primaria do peptideo da resina. Essas estapas serdo detalhadas abaixo,

caso a caso.

Sintese dos analogos de Bk- Bk; e Bk

Os anélogos foram sintetizados utilizando a estratégia de sintese manual em
fase solida Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonila)/t-butila em suporte soélido, polimero
extremamente estavel e insolivel em bases organicas (Merrifield, 1995; Fields e
Noble, 1990). O suporte soélido utilizado para a sintese de Bk; foi Fmoc-Asp(OtBu)
Wang Resin/ Peptides International, na concentracdo de 0,2 mmol.g" e Fmoc-Ser
(tBu) Wang Resin para Bk,. O grupo Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonila) € um protetor
base-labil do grupo amino dos residuos de aminoacidos que, quando removido, deixa
o grupo amino do aminoacido disponivel para a ligacdo peptidica com o proximo
derivado de aminoacido da sequéncia a ser acoplado.

O primeiro derivado de aminoacido da por¢cdo C-terminal, na concentracao
de 0,6 mmol, foi submetido a desprotecéo do grupamento amino por Fmoc, utilizando
4-metil-piperidina 20% em dimetilformamida (DMF) 75%, seguindo duas etapas de

lavagem sob agitacdo durante quinze minutos.



32

A etapa de acoplamento foi seguida da adicdo de 0,6 mmol.g® de
hexafluorofosfato de 2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1-1-3-3-tetrametilurénio (HBTU); 0,78
mmol.g* de N, N-diisopropiletilamina (DIPEA) e 2 mL de DMF, sob agitacéo por 1
hora e 30 minutos.

Entre cada etapa de desprotecdo e acoplamento do respectivo derivado de
aminoacido, a resina foi lavada com isopropanol e DMF por quatro vezes
alternadamente e, por ultimo, foram adicionados 500 pL de diclorometano (DCM)
para preservar a sequéncia ligada a resina. Além disso, as etapas de desprotecdo e
acoplamento do respectivo derivado de aminoacido foi monitorada por meio do Teste
Kaiser (Kaiser et al, 1970). Esse teste confirma a presenca de grupamentos amino
livres dos aminoacidos ligados a resina, ou seja, confirma a remoc¢ao do grupo Fmoc,
liberando um produto de coloracdo azul. Quando um derivado de aminoacido se liga
ao grupamento amino livre, ndo se observa a colora¢ao azul, ficando entdo branco ou
amarelado. Esse resultado permite confirmar o acoplamento do derivado de
aminoacido da sequéncia. Para isso, sdo utilizadas trés solu¢des: 1 uL da solucao 01
(KCN 0,001 M em piridina), 2 pL da solucédo 02 (fenol 80% em etanol) e 1 pL da
solugcéao 03 (ninhidrina 5% em etanol). Essas foram adicionadas a aproximadamente
0,01 mg de resina, para evitar perda de material, em um tubo de ensaio. A coloracao
€ observada apés 3 minutos a 110°C. Em casos que os resultados do teste de Kaiser
apresentavam-se nao conclusivos, as etapas foram repetidas até que fosse
observado o esperado. Este procedimento foi repetido até completar a cadeia
peptidica de interesse.

Ao término da sintese peptidica, o conteudo foi pesado e submetido a
clivagem da resina. A ligagao entre o grupamento C-terminal do primeiro residuo a

resina e 0s grupos protetores das cadeias laterais dos aminoacidos séo acido-labeis,
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portanto foram adicionados TFA 95% e TIS (triisopropilsilano) 2,5% e agua destilada
2,5%, sob agitacéo por 1 hora e 30 minutos. O TFA foi removido por evaporacdao em
nitrogénio gasoso por 30 minutos. A amostra foi precipitada utilizando 40 mL de éter
diisopropilico e, posteriormente, congelada em Nygp. O éter diisopropilico retira os
sequestradores de carbocations e 0 excesso de grupos protetores da amostra. O
precipitado foi lavado utilizando ACN:agua (1:1; v:v) para extrair o peptideo da resina.
AplOs essa etapa, a resina foi descartada e o peptideo extraido, liofilizado até
secagem completa. O extrato bruto contendo o peptideo foi armazenado até o

momento da purificacao.

Sintese de Bk

A parte inicial da sintese de Bk foi realizada de maneira diferente dos demais
peptideos, devido este peptideo apresentar necessidade de acoplar o primeiro
derivado de aminoacido a resina por estar em falta no laboratério e o prazo de
entrega atrasaria a pesquisa. Portanto, foi utilizado o método de esterificacdo da
resina hidroxil-funcionalizada para o acoplamento do primeiro derivado de
aminoacido, utilizando o Método Anidrido Simétrico (Chan e White, 2000). Este
método consiste em preparar a resina com DCM seco 3 mL.mmol™ (30 mL). Esta
resina é adicionada ao anidrido simétrico, formado da reacédo entre o derivado de
aminoéacido e DIC) 5 mmol. Esta solucdo resulta na ligacdo de esterificacdo entre o
grupamento OH da resina com o primeiro derivado de aminoéacido, utilizando
dimetilaminopiridina (DMAP) 0,1 mmol.

Previamente, foram adicionados DCM 3 mL.mmol™ (seco) em trés volumes
da resina Wang Resin/ Peptides International 1,0 mmol, em um tubo Falcon de 15

mL, sob agitacdo por 30 minutos. Esta etapa € importante para remover bolhas de ar
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e formar uma suspenséo de resina. O DCM foi removido a vacuo e novamente foram
adicionados 3 volumes de DCM, sob agitacdo por 30 minutos. O DCM foi removido a
vacuo e a resina foi lavada sucessivamente com DMF, DCM, DMF e DCM e drenada
a vacuo por 10 minutos. Dessa forma a resina foi armazenada até 0 momento do uso.

DCM seco (3 mL.mmol™?) foi adicionado ao derivado de aminoécido Fmoc-
Arg(Pbf)-OH 10 mmol para dissolver o residuo em um balédo de fundo redondo de 125
mL equipado com um agitador magnético. Em seguida, foram adicionados 780 uL de
DIC 5 mmol para a formacdo do anidrido simétrico do aminoacido. A mistura foi
mantida por 20 min a 0°C, com um tubo de CaCl, acoplado a boca do baldo. Um
volume minimo de DMF foi adicionado sob agitacdo, por 10 minutos, para dissolver o
precipitado gelatinoso formado. O DCM foi removido por evaporacdo, sob pressao
reduzida, utilizando um evaporador rotatorio.

A massa da resina correspondente a 1,0 mmol de grupos OH, previamente
inchada e lavada, foi transferida para o balédo de fundo redondo de 125 mL contendo
o anidrido simétrico. Ao baldo, foram adicionados DCM seco em volume suficiente
para solvatar completamente a resina e 0,1 mmol de DMAP (dimetilaminopiridina). O
tubo de CaCl, foi acoplado sobre a boca do baldo e a mistura foi submetida a
agitacdo a temperatura ambiente por 2 horas. ApOs essa etapa, foi realizado o
processo de lavagem da resina DMF, sob vacuo, recolhendo-a em funil de placa
porosa, com DMF, DCM, 2-propanol e drenada a vacuo por 10 minutos.

A reacdo de acoplamento do anidrido simétrico do Fmoc-Arg(Pbf)-OH foi
repetida mais uma vez, para garantir o acoplamento, devido ao impedimento
espacial proporcionado pelo arranjo tridimensional do residuo de arginina C-terminal.
O acoplamento do primeiro residuo foi estimado em triplicata, pela medida de

absorbéancia a 290 nm do produto da reacao, partindo de 3 mg de resina em tubos
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tipo Falcon com 3 mL de 4-metil-piperidina 20% em DMF, sob agita¢do por 5 minutos.
Foi feito o branco com a solucdo de 4-metil-piperidina 20% em DMF, sem a resina. A
meédia dos trés valores de absorbancia foi calculada e a concentracédo foi estimada
utilizando a equacé&o 1, considerando a cubeta de 1 cm de trajeto éptico e €=5253 M™
cm™:

Equacgdo (1) Cmoryy = AbS/
&

As demais desprotecbes, acoplamentos e a clivagem final foram
desenvolvidos da forma convencional para a sintese de peptideos em fase sdélida,
como descrito acima. O peptideo extraido, liofilizado até secagem completa, foi

armazenado até o momento da purificagao.

Purificacado de Bk e analoqgos

Os peptideos sintetizados foram purificados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (do inglés High Performance Liquid Chromatography - HPLC) em fase
reversa (do inglés Reverse Phase - RP) (Shimadzu Corp., Japan) em uma coluna
semipreparativa 218TP510, previamente lavada com duas vezes o volume de
acetonitrila e TFA 0,1% (solvente B) e equilibrada com &agua ultrapura e TFA 0,1%
(solvente A). Dois mg do peptideo bruto foram dissolvidos em 500 pL de agua
ultrapura contendo TFA 0,1% e aplicados na coluna utilizando um loop de 200 pL. As
fracOes foram coletadas a partir de um gradiente linear de acetonitrila (O a 95%) de 5
a 50 minutos, sob fluxo de 2,5 mL.min™. O contelido de cada fracdo, monitorado nos
comprimentos de onda de deteccdo das ligacOes peptidicas (216 nm), foi coletado
manualmente e liofilizado. Cada amostra coletada foi analisada quanto a massa

molecular, identidade e pureza conforme descrito abaixo.
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Obtencédo do BTCI a partir de sementes de Vigna unguiculata
As etapas descritas abaixo para obtencdo do inibidor de serinoproteases
isolado de Vigna unguiculata foram realizadas utilizando o protocolo descrito por

Ventura e colaboradores em 1966.

Producdo do Extrato Bruto proteico de sementes de V. unguiculata e

purificacdo do BTCI

O BTCI foi isolado e purificado de sementes de feijdo de corda da espécie
Vigna unguiculata (Ventura et al, 1966). Essas sementes foram coletadas da Estagao
de Biologia Experimental da Universidade de Brasilia, secas e trituradas até completa
formacéao de po.

Quinhentos gramas do feijdo foram utilizados para extracdo de proteinas,
que consistiu de incubacdo desse material em 2 L de agua destilada e
fenilmetanosulfonilfluorido (PMSF) 200 mM, um inibidor de protease sintético a 4°C
por 12 horas, seguido da precipitacdo das proteinas com TCA (acido tricloroacético
PA — C,HCI3O,) (Sigma Aldrich, USA) a 2,5% (v/v), e com sulfato de amoénio
((NH4)2S0,4) 50% (m/v). O material foi centrifugado a 12000 g por 40 minutos a 4°C e
o precipitado dissolvido, dialisado contra agua e liofilizado.

O BTCI foi purificado por cromatografia de troca idnica utilizando resina
DEAE-celulose, previamente ativada. O BTCI foi eluido utilizando tampéo fosfato 10
mM, pH 7,3 e gradiente linear de NaCl (0 a 800 mM). As fracGes correspondentes ao

pico de extracdo do BTCI foram dialisadas e liofilizadas.
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Avaliacdo da Pureza do BTCI e dos peptideos

A andlise da pureza e a identificacdo da massa molecular dos componentes
moleculares obtidos das purificacbes do BTCI e dos peptideos hipotensores
sintetizados foram analisados em um espectrometro de massa MALDI-TOF/TOF
UltraFlex 11l sob controle do programa computacional Flex Control 3.3 (Bruker
Daltonics, ALE). A amostra foi dissolvida em agua ultrapura (10-20 pL). Utilizando
parafilme como suporte para as gotas de cada mistura, 1,0 uL de cada amostra foi
misturado em 3 pL em uma solucdo de matriz saturada de acido a-cyano-4-
hidroxicinamico contendo 5 mg de acido a-cyano-4-hidroxicinamico, 200 yL de agua
ultrapura, 250 uL de acetonitrila e 50 yL de acido trifluoroacético). Um uL da mistura
foi depositado em triplicata em uma placa de MTP AnchorChip 600/384. Apos a
secagem completa das amostras a temperatura ambiente, as analises por meio de
espectrometria de massa foram realizadas.

Os espectros foram adquiridos a partir de 200 disparos de laser tipo Smart
Beam a frequéncia de 100 Hz em modo refletido (peptideos) ou linear (BTCI) e
positivo. Para essas analises foi realizada calibracdo externa com uma mistura
padrdo de peptideos e proteinas em uma faixa m/z 700 a 4000 e 4000 a 20000.
Essas faixas de massas moleculares dos calibrantes compreendem as massas
moleculares nominais dos componentes das amostras de interesse: BTCI ~ 9100 Da,
Bk ~ 1060 Da, Bk; ~ 1231 Da e Bk, ~ 1232 Da.

Para confirmar a estrutura primaria dos peptideos sintetizados, foi utilizado o
mesmo espectrdbmetro no modo LIFT™ (MS/MS) (Bruker Daltonics, ALE), que
permitiu a fragmentacéo e aceleragdo dos ions precursores obtendo fragmentos que
permitiram a identificacdo da sequéncia de aminoacidos envolvidos na cadeia

peptidica.
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Quantificacdo do BTCI e de Bk e analogos

A concentracao do BTCI em solucéo foi determinada
espectrofotometricamente, utilizando o espectrofotometro Biochrom Libra S 12
(Biochrom Libra Instruments, EUA) em 280 nm e a equacdo 2. O valor da

absorbancia de 1% de BTCI a 280 nm (A") é 8,23:

A280 nm:- 10

1%
A280 nm

Equacio (2) C (mg/mlL) =

A quantificacdo dos peptideos hipotensores purificados foi realizada a partir
dos valores das absorbancias em 205 nm, 215 nm e 225 nm, de acordo com o
método de Murphy e Kies (1960). A concentracédo foi estimada utilizando as equacdes

3, 4 e 5 descritas abaixo:

X+Y L
Equacédo (3) C (ug/mlL) = (T) . fator de diluigio
Sendo,

Equagdo (4) X = (Az15nm — A225 nm)- 144
Equacio (5) Y = Ayps nm-31

Analise Estrutural das Moléculas Bioativas

Monitoramento por Fluorescéncia Estatica
As analises estruturais realizadas por fluorescéncia estatica foram
monitoradas utilizando o espectrofluorimetro JASCO FP-6500 (Jasco Analytical

Instruments, Japao), acoplado a um sistema Peltier JASCO ETC-273T (Jasco
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Analytical Instruments, Japdo) com circulacado de agua. Os parametros para a leitura
foram ajustados para excitacdo a 295 nm com os “slits” de excitacdo e emissao
ajustados para 5,0 nm cada um. Os dados foram considerados a partir da média de
trés medidas de fluorescéncia obtidas e processadas pelo programa “Spectra
Manager”. A velocidade de coleta dos dados foi de 200 nm.min™. Os espectros foram
registrados e tratados utilizando o programa Spectra Manager (JASCO) e OriginPro

8.0. As analises foram realizadas em triplicata e foi calculado o desvio padréao (DP).

Estrutura das serinoproteases na presenca de Bk e dos analogos

O monitoramento, em funcdo do tempo, da estrutura das serinoproteases
tripsina e quimotripsina (Sigma Aldrich), na presenca dos peptideos, foi realizado a
partir do deslocamento do comprimento de onda dos espectros de emissdo. Os
peptideos nao interferem nas leituras dos espectros, uma vez que ndo apresentam
residuos de triptofano.

A analise foi realizada na concentracdo de 1:1 sendo a estrutura de cada
protease estudada na presenca da Bk e peptideos analogos, separadamente.
Primeiramente, foi coletado o espectro de cada serinoprotease. O peptideo foi
adicionado ao sistema a uma concentracédo de 1 uM. O primeiro espectro foi medido
no tempo zero. Os demais espectros foram coletados em intervalos de um minuto até
completar uma hora (60 minutos). As solucdes utilizadas para os ensaios foram 0s
tampdes cujas condi¢cdes favorecem a atividade 6tima das proteases. Para a tripsina,
o tampdao utilizado foi Tris-HCI 50 mM, CaCl, 20 mM, pH 8,2,enquanto que para
quimotripsina foi Tris-HCI 50 mM, CaCl, 20 mM, pH 7,6.

Foram lidos espectros das proteases na auséncia dos peptideos,

imediatamente apds o preparo da solugdo e apds 60 minutos, visando a acompanhar
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0 processo de auto-hidrolise das enzimas e validar os dados de fluorescéncia
estatica, mediante a supressao da intensidade de fluorescéncia.

Os dados foram analisados por meio de graficos que mostram o espectro da
enzima isolada e outros dois espectros, um coletado logo apés a adicdo do peptideo
e outro apd6s 60 minutos de reacdo peptideo-protease. Além disso, foi obtida a
colecdo dos espectros coletados em funcéo do tempo (0-60 minutos) para todos os

ensaios.

Modificacdes estruturais do BTCI na presenca de Bk e dos analogos

As mudancas conformacionais do BTCI na presenca dos peptideos foram
investigadas por supressdo da intensidade de fluorescéncia em funcdo do pH. A
estrutura terciaria do BTCI a 25 uM foi monitorada em diferentes pHs (5,0; 7,4; 9,0) a
37°C. A concentracéo utilizada para Bk e peptideos anélogos variou de 25 a 500 puM.
As emissOes de fluorescéncia foram ajustadas de acordo com a equacao classica de

Stern- Volmer (equagéao 6) (Lakowicz, 2004):

Equacio (6) FO/F =1+ Ky [0Q]

De acordo com a equacao (6), F e Fo representam as intensidades de
fluorescéncia na presenca e na auséncia dos peptideos, respectivamente; Ksy € a
constante de Stern- Volmer e Q é a concentragéo dos peptideos.

As constantes de ligacdo entre o inibidor e os peptideos foram calculadas
utilizando a equacao (7):

Fo

Equacao(7) log (T) = logK, + nlog[Q]
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onde K, é a constante de ligacdo e n é o numero de locais de ligagédo por
BTCI (Hu et al, 2004).

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software de estatistica (PAST)
para a andlise de dados (Hammer, Harper e Ryan, 2001). Um valor de P <0,05 foi

considerado para denotar uma diferenca significativa.

Monitoramento por Espalhamento de Luz Dinamico (ELD)

Dimensdes moleculares do BTCI na presenca de Bk e dos analogos

Os experimentos foram realizados em um analisador de espalhamento de luz
DynaPro modelo LSR (Wyatt Technology Corporation, USA) do Laboratorio Nacional
de Luz Sincrotron (LNLS), Campinas, Sdo Paulo. Os dados hidrodinamicos foram
analisados utilizando o software Dynamics V6. Os valores considerados foram os
obtidos da média de 30 registros para cada medida. A temperatura interna a 37°C foi
controlada por um sistema Peltier acoplado ao equipamento.

A concentragdo das amostras utilizada nos experimentos de
espalhamento de luz foi calculada pela opgao “Optimization Calculator” do software,
que fornece a concentracdo minima ideal de detec¢cdo das amostras de acordo com a
massa molecular.

O BTCI foi analisado na concentracdo de 25 pM em tampéao Tris-HCI 2 mM
pH 7,4. Os peptideos sintetizados foram solubilizados em Tris-HClI 2 mM pH 7,4 e
analisados quanto a massa molecular e diametro hidrodindmico, na concentragao de
25 uM.

Para avaliar a possivel formacédo de complexos entre o BTCI e os peptideos,

o inibidor na concentracdo de 25 puM foi misturado a cada um dos peptideos em
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concentracbes estequiométricas (1:1), por 15 minutos a 37°C. A mistura foi
transferida para cubeta de quartzo previamente lavada com detergente Hermax® e
isopropanol e secada com ar comprimido. Os dados foram obtidos e analisados
quanto a massa molecular e ao diametro hidrodindmico do complexo, a partir da
relacdo entre o sinal da intensidade da luz espalhada e a massa da amostra em
solucédo. Foram considerados somente os valores com polidispersividade menor que

15%, o que caracteriza uma solucao monodispersa.

Monitoramento por Dicroismo Circular

Estrutura secundaria do BTCI na presenca de Bk e dos analogos

As analises por dicroismo circular foram realizadas a partir de espectros
obtidos no espectropolarimetro Jasco J-815 (Analytical Instruments, Japdo) acoplado
a um sistema Peltier (Analytical Instruments, Japdo) para controle da temperatura. A
leitura dos espectros foi realizada em uma cubeta de quartzo de 0,1 cm. A média dos
espectros foi obtida a partir de cinco varreduras adquiridas. De todos os dados, foi
subtraida a contribuicdo do tampao. A velocidade de coleta dos dados foi de 100
nm.min?. A formacdo de ozénio em comprimento de onda distante da regido
ultravioleta foi evitada com fluxo de nitrogénio gasoso para o0 interior do
espectropolarimetro. Os programas utilizados para o registro e tratamento dos dados
foram o Spectra Analysis (JASCO) e o OriginPro 8.0.

Os dados registrados pelo programa Spectra Manager foram convertidos de

miligraus para elipticidade residual molar usando a seguinte equacéo (8):

Equacio (8) 6 (graux cm?x dmol™?) = 112. Yo c. ¢
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Onde, o € o sinal dicroico em miligraus, C é a concentracdo da amostra
(mg.mL™) e #é o trajeto éptico (cm) da cubeta utilizada.

A concentragdo das amostras utilizadas foi de 10 pM tanto para o inibidor
quanto para os peptideos em Tris-HCI 2 mM pH 7,4 a 37°C. A estrutura da Bk e
analogos também foi monitorada em Tris-HCI 2 mM pH 7,4 a 37°C. Para analisar os
espectros dos peptideos isolados foi necesséario utilizar uma concentragdo alta
correspondente a 70 pM para ser detectado pelo equipamento pois a baixas
concentracdes nao foi registrado nenhum sinal.

A porcentagem das estruturas secundarias do BTCI, na auséncia e na
presenca dos peptideos, e em diferentes pHs, foi calculada a partir do ajuste das
curvas dicroicas nos comprimentos de onda de 260 a 190 nm a 37 °C, utilizando o
programa CDNN 2.1 (bioinformatik.biochemtech.uni-halle.de/cdnn; Bohm, Muhr e
Jaenicke, 1992). Para monitorar as possiveis alteracdes conformacionais na estrutura
do BTCI, na presenca de Bk e dos analogos, anteriormente ao calculo das estruturas
secundéarias, foram subtraidas as contribuicbes dos peptideos como linha de base

dos espectros do BTCI.

Anédlise Funcional das Moléculas Bioativas

Os ensaios descritos abaixo envolvem as serinoproteases tripsina e
quimotripsina pancreaticas bovinas (Sigma Aldrich, USA). Todos os ensaios foram
realizados em triplicata e separadamente para cada protease, utilizando seus
respectivos substratos e tampdes de atividade. A absorbancia das amostras foi
determinada a 410 nm em um espectrofotdmetro conjugado a uma leitora de placas

SpectraMax Plus 384 Microplate (Molecular Devices, USA).
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Ensaio in vitro da atividade de proteases sobre a Bk e analogos

Testes enzimaticos foram realizados para as serinoproteases, tripsina e
quimotripsina, que reconhecem sitios de clivagem presentes na Bk. Para analisar a
capacidade de clivagem dessas proteases sobre a Bk e os analogos, foi estudada a
interacdo entre as proteases e 0s peptideos, medida por um método colorimétrico
utilizando substratos sintéticos para tripsina, o BAPNA (Na-Benzoyl-DL-arginine 4-
nitroanilide hydrochloride) (Sigma Aldrich, USA) e para quimotripsina, o GPNA (N -
glutaryl - L - phenylalanine - p — nitroanilide) (Sigma Aldrich, USA). Quando livres em
solucéo, as proteases clivam esses substratos apds reconhecer os sitios especificos
como arginina/lisina, no caso da tripsina e fenilalanina no caso da quimotripsina. Apos
a acao das proteases, é liberado partir destes substratos o produto para-nitroanilida
que apresenta coloracdo amarelada em solucdo, indicando 100% da atividade
enzimatica das proteases.

Foram preparadas solucées de tripsina 64 ug.mL™ e de quimotripsina 630
pg.mL™ em HCI 1 mM. Os substratos BAPNA e GPNA foram diluidos em 1,0 mL,
sendo 500 pL de dimetilsulféxido (DMSO) e 500 pL de tampao de ensaio para tripsina
(Tris-HCI 50 mM, CaCl, 20 mM, pH 8,2) e quimotripsina (Tris-HCI 50 mM, CaCl, 20
mM, pH 7,6), na concentracdo final de 430 pg.mL™ e 400 pg.mL™?, respectivamente
(Erlanger, Kokowsky e Cohen, 1961).

Os peptideos foram adicionados nas concentracdes de 0,1 a 1,0 uM as
aliquotas de 40 pL de proteases com quantidade de tampéao de ensaio suficiente para
um volume final de 80 pL. Apos 15 minutos, foram adicionados 200 pL de substrato
correspondente a cada protease por 30 minutos. A reacdo foi interrompida com a
adicdo de acido acético 30%. Foi feito o controle da reacdo da mesma maneira na

auséncia dos peptideos.
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O mesmo ensaio foi realizado até a etapa anterior a adicdo do substrato
cromogénico. As amostras contendo os peptideos a concentracéo final de 1,0 uM
foram submetidas a HPLC para a separacdo dos produtos de degradacédo e
identificados por meio de espectrometria de massa MALDI-TOF, com base nos
procedimentos descritos anteriormente.

A analise estatistica foi realizada utilizando o software de estatistica
(PAST) para a analise de dados (Hammer, Harper e Ryan, 2001). Um valor de P

<0,05 foi considerado para denotar uma diferenca significativa.

Ensaio in vitro da atividade do BTCI na presenca de Bk e analogos

O efeito inibitério do BTCI sobre as serinoproteases, na presenca dos
peptideos, foi estudado em concentracao fixa do inibidor que inibe a tripsina (10 uM)
e a quimotripsina (40 uM).

O BTCI foi incubado com os peptideos durante 15 minutos. Apés este tempo,
40 pL da solucdo de protease, cuja preparacdo estd descrita acima, foram
adicionados e ap6s 15 minutos, foram adicionados 200 pL de substrato
correspondente a cada protease, seguido de incubacao por 30 minutos. A reacéo foi
interrompida com a adicdo de acido acético 30%. O controle da reacéo contra tripsina
e quimotripsina foi feito na auséncia dos peptideos.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software de estatistica PAST
para analise de dados (Hammer, Harper e Ryan, 2001). Um valor de P <0,05 foi

considerado para denotar uma diferencga significativa.
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Ensaio ex vivo da atividade de Bk e analogos

Este ensaio foi desenvolvido sob a supervisao da professora Dra Elisabeth
Nogueira Ferroni Schwartz no Laboratério de Toxinologia da Universidade de
Brasilia- UnB. Cobaias (Cavia porcellus), pesando entre 200 e 300 gramas e em
jejum de 24 horas, foram eutanasiadas com overdose de anestésicos a 120 mg.kg™
(quetamina e xilazina), de acordo com protocolo do Comité de Etica Animal do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Brasilia, Processo NuUmero
737402/2008. Pequenos segmentos de ileo, com cerca de 2 cm de comprimento
foram dissecados e lavados cuidadosamente com solucéo de Tyrode (g.L™: NaCl 8,0;
KCI 0,2; CaCl, 0,2; MgCl,.6H,0 0,21; NaHCO3; 1,0; NaH,P0,4.H,0 0,055; glicose 1,0) a
35°C. O segmento de ileo foi amarrado em uma das extremidades a um bastédo de
vidro e imerso no banho em uma cuba de vidro, com capacidade para 10 mL e
dotado de um sistema de aquecimento da solucao fisiolégica, cuja temperatura foi de
35°C. A outra extremidade, atou-se um fio de seda que foi acoplado ao transdutor
isométrico F-60 conectado ao poligrafo, ambos da NARCO Bio-Systerns (USA).

Esse sistema foi estabilizado por aproximadamente 30 minutos, mantendo-se
constante o arejamento com carbogénio e trocando-se a cada 10 minutos a solugéo
de Tyrode. Apds esse periodo, histamina (5 x 107 M) foi adicionada, registrando a
contracdo e avaliando-se a sensibilidade do sistema utilizado. A solucéo fisiolégica foi
trocada trés vezes a fim de se remover a droga utilizada. Previamente, o ileo foi
testado com a Bk sintética Sigma-Aldrich em trés diferentes concentragbes (0,1; 0,5 e
1,0 uM).

Apbs todo este sistema estar preparado, primeiramente foi avaliada a acao
hipotensora da Bk e dos peptideos analogos sobre o ileo. Os peptideos sintetizados,

Bk, Bk; e Bk, (0,001; 0,005 e 0,01 pM) foram adicionados ao sistema e o
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deslocamento do musculo liso de cobaia foi registrado. Para cada amostra adicionada
houve intervalo de aproximadamente dois minutos até ser observada estabilizacdo do
movimento do ileo. Estas concentracdes foram definidas a partir de testes para
determinar a concentragcdo minima que apresentava efeito sobre o musculo liso. Apés
a analise da acdo dos peptideos, o BTCI (8,0 uM) foi testado isoladamente. A
concentracdo do BTCI foi determinada a partir de testes desde concentracdes baixas
a altas e foi observado que em nenhum caso o BTCI apresentou efeito sobre o ileo.

Com a finalidade de verificar se existe interferéncia na acdo hipotensora dos
peptideos (0,01 uM) na presenca do BTCI (8,0 uM), a Bk e os analogos foram
testados na presenca do inibidor e o deslocamento foi registrado.

O ileo também foi testado com as serinoproteases isoladas (0,01 uM) e na
presenca dos peptideos (0,01 puM) para analisar a influéncia destas proteases sobre
na acdo da Bk e dos analogos. Os ensaios foram feitos em triplicata.

Neste ensaio foi utilizado o mesmo fragmento de ileo e para verificar a
veracidade dos dados obtidos, ao final dos ensaios, 0 mesmo fragmento foi testado
novamente com a Bk sintética Sigma-Aldrich em trés diferentes concentrac¢des (0,1;
0,5e 1,0 um).

A anadlise estatistica foi realizada utilizando o Paleontolégico Estatistica
(PAST) Pacote de Software para a Educacéo e a analise de dados (Hammer, Harper
e Ryan, 2001). Um valor de P <0,05 foi considerado para denotar uma diferenca

significativa.

Ensaio in vivo da atividade de Bk e analogos
Este ensaio foi desenvolvido pelo professor Dr. Gustavo Rodrigues Pedrino e

equipe, no Laboratério de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de



48

Goias- UFG. Todos os experimentos foram realizados em ratos Wistar adultos (280-
350 g), obtidos do biotério central da UFG. Os procedimentos experimentais foram
concebidos com estrita observancia as diretrizes do Instituto Nacional de Saude para
cuidado e uso de animais de laboratorio aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Goias (numero de protocolo 034/12).

Os ratos foram anestesiados com halotano 2-3% (Cristalia Ltda, Brasil) em
100% de O, e cateteres foram inseridos nas duas veias femorais direitas (para
infusdo intravenosa de drogas) e na artéria femoral direita (para registro da pressao
arterial pulsatil). Posteriormente, o halotano foi substituido por uretano (1,2 mg.kg™
de peso corpéreo, iv; Sigma-Aldrich Co., EUA). A traqueia foi canulada para reduzir
a resisténcia das vias aéreas. Em seguida, os animais foram colocados em decubito
ventral em um aparelho estereotaxico (David Kopf Instruments) e o dorso foi aberto,
expondo o rim esquerdo. Uma sonda em miniatura (probe 1RB, Transonic Systems,
USA) foi implantada ao redor da artéria renal esquerda para o registro do fluxo
sanguineo renal (FSR). Uma segunda sonda em miniatura (probe 2RB, Transonic
Systems, EUA) foi implantada ao redor da artéria aorta abdominal para o registro do
fluxo sanguineo adrtico (FSA). Durante todo o experimento, a temperatura corporal

foi mantida entre 36 e 37°C com o auxilio de uma mesa térmica.

A presséo arterial pulsatil (PAP) foi obtida conectando a canula arterial a um
transdutor de pressdo (MLT0380, Australia) acoplado a um amplificador (Bridge
Amp, ML221, Australia). Os dados foram digitalizados em uma frequéncia de 1000
registros.s™, utilizando um conversor analégico digital (PowerLab 4/25, ML845,
Australia). A presséao arterial média (PAM) foi calculada a partir da integral do sinal

da PAP (PowerLab 4/25, ML845, Australia). A frequéncia cardiaca (FC) foi calculada
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como frequéncia instantanea a partir do sinal de PAP (PowerLab 4/25, ML845,

Australia).

O FSR e o FSA foram registrados por fluxometria de tempo de transito como
descrito por (Welch et al., 1995). Para isto, a sonda em miniatura foi conectada a um
fluxbmetro T206 (Transonic Systems, EUA), que permite determinar o fluxo em
valores absolutos (mL.min™). Os sinais obtidos foram enviados ao sistema de
aguisicdo e analise de dados (PowerLab 4/25, ML845, Austrdlia). Os dados foram
digitalizados em uma frequéncia de 1000 registros. s™*. As variacdes do FSR e do
FSA foram calculadas como a razdo percentual em relacdo ao valor basal (%FSR e

%FSA), de acordo com as equacdes 9 e 10:

FSRfL'nal - FSRbasal

Equacao (9) %FSR = .100

FSRbasal

FSAfina — FSA
5 0 — final basal
Equacgado (10) %FSA FSApeal .100

A condutancia vascular renal (CVR) e condutancia vascular aodrtica (CVA)
foram obtidas pela razdo entre o FSR / FSA e PAM, respectivamente. As variacdes
da CVR e CVA foram calculadas como variagdo percentual em relagdo ao valor

basal (%CVR e %CVA), utilizando-se as seguintes equagdes 11 e 12:

CVR¢ina — CVR
= 0 — final basal
Equacio (11) %CVR CVRy s | 100
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CVAfinal - CVAbasal

CVAbasal 100

Equagio (12) %CVA =

Em principio, foram infundidas doses crescentes de BTCI (0,3; 3; 30 e 300 ug
- kg?, i.v.) para padronizacéo da dose apropriada. Posteriormente, em outro grupo,
os peptideos relacionados com a Bk (Bk, Bk; e Bky, 120 pg - kg™, i.v.) foram
testados de forma isolada e associados com BTCI (3 ug - kg™, i.v.).

Os resultados sdo apresentados como médias + erro padrao da média
(E.P.M.). Os efeitos da infuséo dos peptideos relacionados com a Bk e BTCI sobre
0s parametros cardiovasculares foram analisados pelo método ANOVA one-way.
Quando os grupos diferiram significativamente, o pos-teste de Fisher foi aplicado,
utilizando o software estatistico GraphPad Prism versdo 6.03 para Windows
(GraphPad Software, EUA). Um valor de P < 0,05 foi considerado para denotar uma

diferenca significativa.
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Resultados e Discussao

Secao |

Modulacado da acao hipotensora da bradicinina e de analogos de bradicinina por

serinoproteases

Obtencéo de Bk, Bk; e Bky

Para ser desenvolvido o estudo proposto nessa tese, foi necessario
inicialmente obter as moléculas purificadas (ver métodos Obtencdo das Moléculas
Bioativas). ApGs a sintese manual da Bk e dos analogos (Bk; e Bk;), estes peptideos
foram purificados em sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em
coluna de fase reversa (Figura 7A). A pureza e as massas moleculares dos peptideos
foram verificadas por espectrometria de massa (MALDI-TOF/TOF) e apresentadas na
figura 7B.

O rendimento da sintese de Bk e dos analogos Bk; e Bk, foi de 397,23 mg
(37,47%), 421,67 mg (34,23%) e 419,40 mg (34,02%), respectivamente. Estes
peptideos foram cromatografados e recromatografados em RP-HPLC para a
obtencdo destas moléculas eluidas na forma pura. A Bk e os analogos foram eluidos
em concentracdes de aproximadamente 35%, 32% e 29% de acetonitrila (Figura 7A),
variacbes compativeis com as diferencas na composicdo e na hidrofobicidade dos
residuos de aminoacidos dos peptideos e o modo de retencdo na coluna utilizada
para a purificagdo. A pureza e a massa molecular de cada peptideo foi determinada
utilizando o espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF. Os perfis cromatograficos

(Figura 7A) e os espectros de massa (Figura 7B) apresentaram somente um pico de



54

eluicio e um pico de massa, respectivamente, para cada peptideo analisado,
confirmando o grau de pureza dessas moléculas. As massas moleculares para Bk,

Bk, e Bk, foram 1060,7 Da, 1231,7 Da e 1232,7 Da, respectivamente (Figura 7B).
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Figura 7. Purificagdo dos peptideos Bk, Bk; e Bk,. A) Cromatogramas dos peptideos eluidos
sob gradiente de acetonitrila (ACN) de 5-95% em coluna de fase reversa semipreparativa
218TP510, utilizando um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A
absorbancia foi monitorada em 216 nm. B) Espectros de massa MALDI-TOF/MS

representando a massa molecular [M+H]" e o grau de pureza dos peptideos.
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Andlise estrutural e funcional de serinoproteases sobre o metabolismo de Bk e dos
analogos

A estrutura de serinoproteases foi monitorada por fluorescéncia estatica na
presenca da Bk e dos analogos considerando que eles sédo substratos sujeitos a
clivagem por quimotripsina e tripsina. A intensidade maxima de cada espectro das
enzimas, na auséncia (primeiro ponto) e na presenca da Bk e dos analogos, em

funcdo do tempo, esta representada na figura 8.
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Figura 8. Intensidade de fluorescéncia de serinoproteases, registrada em 331,5 nm para
tripsina e 332 nm para quimotripsina, dependente do tempo, na presenca de Bk e dos
analogos a 37°C. A) Quimotripsina em tampao Tris-HCI 50 mM, CaCl, 20 mM pH 7,6. B)
Tripsina em tampéao Tris-HCI 50 mM, CaCl, 20 mM pH 8,2. IF é intensidade de fluorescéncia.

N&do foram apresentados os registros de todos os espectros devido ao
intervalo de tempo ter sido muito proximo, o que prejudicaria na clareza da figura. Na
figura 8 observa-se a reducao da intensidade de fluorescéncia na presenca da BK,
bem como dos analogos. As bandas de emissdo estdo posicionadas nos

comprimentos de onda de 331,5 nm para tripsina e 332 nm para quimotripsina, sem
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nenhum deslocamento com a adicdo dos peptideos. Isso indica que mesmo na
presenca dos peptideos os residuos de triptofano mantiveram suas posicdes
inalteradas na estrutura das enzimas. No entanto, a reducdo da intensidade de
fluorescéncia indica, além da formacdo de complexos das enzimas com oS
peptideos e acdo proteolitica sobre os mesmos, que estas enzimas sofrem
mudancas conformacionais, sem retornar ao estado inicial, apds 60 minutos. Esses
resultados sugerem que dois eventos podem estar ocorrendo durante o processo de
interacdo dessas moléculas. Em um deles, os peptideos que associam na regiao
catalitica das enzimas, sao clivados, podendo também associar em outros sitios
inespecificos das enzimas; ou, mesmo clivados, o produto formado poderia ser
deslocado tardiamente do sitio catalitico. Outra possibilidade seria a autodegradacéo
das enzimas em decorréncia do tempo considerado para esse ensaio.

Para verificar se a reducdo na intensidade de fluorescéncia das
serinoproteases nao foi influenciada por autodegradacao, foram coletados espectros
de cada enzima logo apos o preparo das amostras e apés uma hora em solucdo. As
figuras 9A e 9B mostram 0s espectros de quimotripsina e tripsina, respectivamente.
Nota-se que os espectros sao semelhantes, apresentando diferenca minima entre o
primeiro registro (enzima imediatamente apds o preparo da solugdo) e o segundo
registro dos espectros (enzima apds sessenta minutos em solucéo). Isto indica que a
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia das serinoproteases em funcao do tempo
esta relacionada a presenca da Bk e dos analogos em solucéo e descarta a hipotese

de ser devido a um processo autocatalitico.
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Figura 9. Espectros de emissao de fluorescéncia de serinoprotases dependente do tempo (O
a 60 minutos) a 37 °C. A) Quimotripsina em tampéo Tris-HCI 50 mM, CaCl, 20 mM pH 7,6. B)
Tripsina em tampé&o Tris-HCI 50 mM, CaCl, 20 mM pH 8,2. IF é intensidade de fluorescéncia.

Apbés monitorar as modificacbes conformacionais das serinoproteases na
presenca da Bk e dos analogos, e observar que estas alteracdes permaneceram apos
uma hora, a acdo das serinoproteases sobre a Bk e os analogos foi avaliada. O
objetivo deste experimento foi verificar se estas alteracdes que ocorreram nhas
estruturas das serinoproteases ocorriam em decorréncia da acao proteolitica sobre a
Bk e os analogos.

A figura 10 mostra a atividade residual das serinoproteases sobre
concentracdes crescentes da Bk e os analogos (0 a 1,0 uM). Na auséncia da Bk e dos
analogos (concentracdo 0 pM), a quimotripsina apresentou agdo sobre o substrato
cromogénico GPNA em aproximadamente 100% assim como para tripsina que
apresentou agao sobre o substrato BPNA na mesma proporgéo (~ 100%). A partir da
adicdo de concentragBes crescentes da Bk e dos anélogos, houve diminuicdo da
atividade residual das serinoproteases, ndo seguindo um padrdo concentragao-

dependente. Este ensaio permitiu a formulagdo de duas hipoteses: a) as
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serinoproteases nao clivaram os substratos cromogénicos por apresentar preferéncia
a clivagem da Bk e dos analogos e/ou b) a Bk e os analogos ligam-se ao sitio ativo
das serinoproteases, sdo clivados e interferem desse modo na acao proteolitica delas

sobre os substratos.
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Figura 10. Atividade residual relativa de serinoproteases na presenca de diferentes
concentracdes de peptideos (0-1,0 uM). A barra na cor branca representa o ensaio para Bk,
as barras em cinza escuro e cinza claro representam 0s ensaios para 0s analogos Bk; e Bk,
respectivamente. A) Quimotripsina (630 pg.mL™) em Tris-HCI 50 mM CaCl, 20 mM pH 7,6 a
37°C. B) Tripsina (64 ug.mL™) em tamp&o Tris-HCI 50 mM, CaCl, 20 mM pH 8,2.

A tripsina e a quimotripsina sédo proteases da mesma familia e desempenham
fungbes cataliticas semelhantes, apresentando residuos da triade catalitica formada
pela His®’, Asp'® e Ser'®™ (numeracdo dos residuos de aminoécidos da
quimotripsina), que, apesar de conservados, reconhecem substratos diferentes
(Rawlings e Barrett, 1994; Polgar, 2005). A tripsina atua, predominantemente, sobre a
porcdo C-terminal de residuos de lisina e arginina presentes em proteinas e/ou

peptideos, enquanto a quimotripsina cliva, predominantemente, as regides C-terminal
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de residuos de aminoacidos aromaticos como triptofano, tirosina e fenilalanina,
(Appel, 1986). Os peptideos do presente estudo apresentam regifes de clivagem
para serinoproteases. Nos ensaios de atividade enzimatica, foram utilizados dois
tipos de substratos: a) cromogénicos como BAPNA para tripsina e GPNA para
quimotripsina; b) funcionais: Bk e analogos. Neste ensaio, na auséncia dos
peptideos, as proteases clivam os substratos BAPNA/GPNA, e é liberado o produto
p-nitroanilida de coloracdo amarela, sendo detectado por espectrofotometria no
comprimento de onda de 410 nm. Na presenca dos peptideos, € observada
diminuicdo da clivagem dos substratos cromogénicos. A atividade residual
apresentada na figura 10 sugere que tanto a tripsina quanto a quimotripsina
apresentaram diminuicdo da acéo catalitica sobre os substratos cromogénicos, apos
serem incubadas com Bk e analogos.

Para verificar qual hipétese mais provavel dentre as duas citadas acima, cada
serinoprotease foi incubada com a Bk por quinze minutos, conforme descrito em
Materiais e Métodos (ver Andlise Funcional das Moléculas Bioativas), e as
solucdes foram submetidas a separacao por HPLC. Este teste foi desenvolvido com a
finalidade de observar se a Bk (1,0 uM) e os analogos (1,0 uM) seriam degradados
pelas serinoproteases e identificar os possiveis fragmentos obtidos por MALDI-TOF.
A Bk pré-tratada com quimotripsina foi hidrolisada em aproximadamente 90%
resultando em fragmentos identificados por Bk (1-5) e Bk (1-8), sendo encontrados
apenas ~10% de Bk com a estrutura intacta (Figura 11). No pré-tratamento com
tripsina, Bk ficou na forma integra ~95% porém foram identificados fragmentos Bk (2-
9). A mesma andlise foi realizada para os analogos da Bk. O analogo que sofreu
maior acao proteolitica foi Bk, com apenas ~10 % na forma intacta, tanto para

quimotripsina quanto para tripsina. A acdo das duas serinoproteases sobre Bk; foi de
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aproximadamente 80 a 90% sendo predominante a forma hidrolisada deste analogo
(Figura 11). Os resultados apresentados corroboram com dados reportados na
literatura em que a Bk apresenta regibes favoraveis a acdo proteolitica de

endopeptidases (Makinen, Makinen e Syed, 1995).
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Figura 11. Hidrdlise da Bk e dos analogos por A) quimotripsina e B) tripsina. Concentracdes
utilizadas: Bk, Bk; e Bk, (10,0 uM), quimotripsina (10,0 uM) e tripsina (10,0 uM). 100%
corresponde ao total de Bk e analogos adicionados ao sistema. Fragmentos Bk (1-5) e (1-8):
hidrélise de Bk e dos analogos por quimotripsina apoés residuos Phe. Fragmentos Bk (2-9) e
dos analogos (1-9): hidrolise de Bk e dos analogos, respectivamente, por tripsina apés

residuos Arg.

AplOs estes ensaios, as hipbteses propostas no estudo, como: a) as
serinoproteases apresentam afinidade a Bk e aos analogos como substratos e/ou b) a
Bk e os analogos interferem sobre a acdo proteolitica das serinoproteases, podem
ser discutidas. Inicialmente, o0s ensaios foram realizados incubando cada
serinoprotease com Bk e analogos, separadamente, por quinze minutos e, apos este
tempo, 0s substratos cromogénicos foram adicionados. Nesse ensaio, as
serinoproteases, durante 0s quinze minutos, estavam ativas hidrolisando a Bk e os

analogos, como confirmado pelos cromatogramas por RP-HPLC obtidos para os
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peptideos hidrolisados, resultantes da acdo enzimatica. Apos a adicdo dos substratos
cromogénicos, apenas parte das serinoproteases encontraram-se ativas, pois ao
agirem sobre a Bk e os analogos, sofreram alteracbes conformacionais como
demonstrado por meio dos ensaios fluorimétricos. A alteracdo estrutural das
proteases na presenca dos peptideos podem também ser atribuida aos fragmentos
provenientes da clivagem né&o terem sido liberados para a solucdo e permaneceram
na estrutura das proteases, ou peptideos intactos interagindo em sitos inespecificos
das enzimas. Nesse caso, esses fragmentos poderiam interferir no processo de
excitacdo e, consequente, emissdo de fétons dos residuos de triptofano destas
moléculas, funcionando como atenuadores da fluorescéncia (Lakowicz, 2004). Além

disto, ndo foram observados fragmentos de autdlise das serinoproteases.

Analise da agéo vasoconstritora de Bk e dos analogos sobre musculo liso

Apds constatar a acdo proteolitica das serinoproteases sobre a Bk e 0s
analogos e verificar a diminuicdo de sua capacidade de protedlise, ap6s a interacdo
com os substratos peptidicos, foi desenvolvido um ensaio ex vivo para avaliar se a Bk
e 0s analogos sdo moléculas ativas. Além disso, a possivel alteracao da atividade de
cada um destes peptideos na presenca das serinoproteases foi avaliada, em funcéo
da hidrdlise.

A Bk e os analogos foram testados utilizando musculo liso de ileo de cobaia
que apresenta alta concentracdo de receptores B1 e menor concentracdo de
receptores B2. A Bk, quando age no receptor B1 induz contracfes e, quando age no
receptor B2, encontrado predominantemente no endotélio, induz vasodilatacéo. Este
ensaio permitiu identificar se a Bk apresenta-se na forma ativa na presenca das

serinoproteases. Portanto, nesse caso, o objetivo ndo foi analisar a acao hipotensora
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da Bk, mas sim analisar se estes peptideos sdo ativos sobre 0s receptores presentes
na musculatura lisa.

Concentragcfes crescentes de Bk foram capazes de induzir a contracdo do
musculo liso, em forma de dose-resposta (Figura 12). No entanto, quando pré-tratada

com serinoproteases, apresentou significante reducéo na sua acao de contracao.

Bkq:T
Bko:T

B Bk

0.0 0.5 1.0 1.5
Forca de Contracgéo (g)

Peptideo (uM)

Figura 12. Acao constritora de Bk; e Bk,, previamente incubados com tripsina,sobre musculo
liso de ileo de cobaia em diferentes concentracdes (1,0; 5,0 e 10,0 uM). Os dados de Bk
foram utilizados como controle positivo. P < 0,05, comparado com a Bk a mesma

concentracao.

Os analogos da Bk ndo exerceram nenhum efeito sobre o musculo liso,
indicado pela auséncia de registros de deslocamento pelo transdutor. A tabela 1 (ver
introducdo) apresentada na introducdo mostra a sequéncia de residuos de
aminoacidos presentes na Bk e nos andlogos. Os anélogos apresentam uma

extens&o com dois residuos a mais além do residuo Arg® na porcdo C-terminal. Como
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ja descrito na literatura, a estimulacado do deslocamento do musculo ileal ocorre pela
Bk, especificamente por esse peptideo apresentar um residuo de aminoacido, Arg®,
exposto e livre na por¢cédo C-terminal. Esse residuo é responsavel pela interacdo com
0S receptores que, uma vez ativado pela interacdo com a Bk, promove a liberacdo do
fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (Nakashima et al, 1993),
resultando no efeito de contracdo da musculatura lisa. No caso dos analogos aqui
testados, a auséncia do efeito de contracdo da musculatura lisa se deve basicamente
ao fato dos residuos de Arg’ ndo estarem acessiveis, na regido C-terminal, ao
receptor do tipo B1, condicdo requerida para interacdo deste com o peptideo e
consequente contracdo da musculatura lisa.

Para quantificar a for¢ca de contracdo (g) promovida pelos analogos de Bk em
estudo, foi necessaria a hidrélise destes analogos utilizando tripsina e quimotripsina,
para disponibilizar o acesso ao residuo de Arg’. Quando pré-tratados com tripsina,
Bk, e Bk, induziram contracdo do musculo liso, em forma de dose-resposta (Figura
12). Portanto, a exposicédo do residuo Arg® no C-terminal de ambos os anéalogos foi
de fundamental importancia para a interagdo com o0s receptores de Bk presentes no
ileo, permitindo maior acdo dos analogos quando comparados a Bk. Como se sabe,
Arg*, Pro?, Gly*, Phe®, Pro’, Phe® e Arg® na estrutura priméaria da Bk sdo muito
importantes para a ativagcdo do musculo liso dos mamiferos (Regoli e Barabé, 1980).
Interessantemente, a presenca de Val' em ambos os analogos foi responséavel por
induzir maior forca de contracdo em aproximadamente 1,3 vezes quando comparado
com Bk. Em contraste, os analogos pré-tratados com quimotripsina ndo foram
capazes de induzir a contracdo do musculo liso, destacando que neste caso o efeito
da quimotripsina tem influéncia expressiva na diminuicdo da acdo e da meia-vida da

Bk e dos anéalogos (Figura 12). Estes dados também foram demonstrados por meio
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dos ensaios in vitro em que a tripsina e a quimotripsina apresentaram alta acdo
proteolitica sobre a Bk e os analogos (Figura 12). Neste caso, apesar da presenca de
Val' que aumenta a forca de contracdo dos peptideos pré-tratados com tripsina, a
clivagem em Phe® e Phe® por quimotripsina leva a diminuicdo da atividade de ambos.

Estes dados mostraram que a Bk apresenta meia-vida curta devido a acédo de
serinoproteases como quimotripsina e tripsina presentes em um mesmo meio
reacional. Ja os analogos foram testados com o intuito de analisar os possiveis
beneficios das substituicdes dos residuos de Arg* por Val' e Ser® por Thr® e as
adicdes dos residuos Val'® e Asp'* e GIu'® e Ser™ na porcdo C-terminal dos
peptideos. Foi avaliado se estas substituicdes alterariam a acdo das serinoproteases,
com a finalidade de potencializar o efeito hipotensor da Bk. Os analogos
apresentaram vantagem sobre a Bk quando incubados com tripsina, pois a hidrélise
foi favoravel a acdo deles por expor os residuos Arg®, como discutido anteriormente,
uma vez que a Bk teve sua agéo reduzida. Quando incubados com quimotripsina,
houve degradacdo tanto da Bk quanto dos analogos, impedindo a acao deles sobre o
musculo liso. Estes dados em conjunto mostraram que a presenca de

serinoproteases em um mesmo sistema com a Bk e os analogos é capaz de

aumentar ou reduzir a acao destes peptideos sobre o musculo liso.

Andlise da relacéo entre a atividade e a estrutura de Bk e dos analogos

O efeito ativo destes peptideos era esperado, considerando a similaridade
conformacional entre eles quando comparados a estrutura de analogos ativos,
previamente analisados por dicroismo circular. Brad e Ryan (1971), analisando a
estrutura de Bk e analogos, por dicroismo circular, observaram que analogos ativos

apresentavam duas bandas com baixo sinal dicroico, uma negativa em
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aproximadamente 234 nm, uma positiva em 221 nm e outra banda negativa em 210
nm. A presenca da banda negativa em 210 representa estrutura desordenada dos
peptidos, enquanto que as bandas de maxima em 221 nm e minima em 235 nao
estédo correlacionadas com nenhum padréo de estrutura secundaria do tipo ordenada,
ou desordenada. No entanto, todos os peptideos biologicamente ativos testados no
trabalho apresentaram este perfil estrutural. Os espectros dicroicos da Bk e dos
analogos (Figura 13) apresentaram banda positiva em 221 nm, que pode ser atribuida
aos residuos de fenilalanina presentes na estrutura dos peptideos (Cann 1972; Cann
1983) e a banda dicroica negativa em 201 nm que indica predominancia de estrutura
desordenada. Estes perfis dicroicos que a Bk e os analogos apresentaram s&o
consistentes com os estudos desenvolvidos por Brad e Ryan (1971). A semelhanca
dos espectros observada pode estar relacionada com os efeitos ativos, considerando
qgue as conformacdes especificas dos peptideos sdo necessarias para suas funcées

biolégicas (Kotovych, 1998).
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Figura 13. Espectros de dicroismo circular “distantes do UV” da Bk e analogos (Bk; e Bky)
em tampao Tris-HCI 2 mM pH 7,4 a 37°C.



66

Conclusdes

A atividade proteolitica das serinoproteases, quimotripsina e tripsina, sobre a
estrutura da Bk e dos analogos Bk; e Bk, é favorecida por regifes presentes na
estrutura primaria destes peptideos. A atividade proteolitica foi acompanhada por
alteracdes estruturais nas serinoproteases de forma que elas, apds interagirem com a
Bk e com os analogos, ou ndo adotavam a conformacao da estrutura inicial ou houve
bloqueio do sitio ativo e isto induziu a reducdo da sua atividade. A atividade das
serinoproteases sobre a Bk conduziu a reducéo significativa da acdo sobre musculo
liso de ileo de cobaia. Estes dados sugerem que a utilizacdo de um inibidor de
serinoproteases pode impedir ou pelo menos atenuar a hidrélise da Bk, deixando-a
integra estruturalmente e ativa no sistema in vivo. Quanto aos dois anélogos do
estudo, foram resistentes a hidrolise enzimatica por apresentarem um residuo de Val
na posicao 1 substituindo o residuo de Argl além da presenca de dois residuos a
mais alongando o lado C-terminal. Isto confirma que os analogos formados por
substituicdes e adicdes de residuos de aminoacidos podem ser uma estratégia de

regulacdo do metabolismo da Bk favorecendo o controle da sua atividade biolégica.
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Secao |l

Andélise da acdo de bradicinina e peptideos analogos modulada pelo inibidor

de serinoproteases BTCI

Andlise da tendéncia de complexacao entre o BTCI e Bk e analogos em solucgéo

A Bk e o0s analogos avaliados no presente estudo sdo potencialmente
hidrolisados pelas serinoproteases tripsina e quimotripsina. A acao da quimotripsina
resulta em reducdo da acdo da Bk e dos andlogos sobre o musculo liso. A acédo da
tripsina, reduz a acdo da Bk sobre o musculo liso porém, sobre os analogos, favorece
inicialmente a atividade de contracéo por expor os residuos de Arg®, responséveis por
atuar nos receptores de Bk. Desta forma, as serinoproteases alteraram a estrutura
primaria da Bk e dos anélogos. Nesta secdo Il foram analisados os resultados
relacionados ao efeito do inibidor BTCI na degradacdo das estruturas destas
moléculas bioativas por serinoproteases, quando presentes em uma mesma solucao.

O BTCI em solucédo apresenta tendéncia, de forma espontanea, de formar
estruturas multiméricas, por mecanismos de associacdo e dissociacdo (Ventura
Mizuta, e Ikemoto, 1984; Silva et al, 2005). Como previamente publicado, a andlise
topogréfica do BTCI em solucdo indicou a presenca de componentes estruturais
compativeis, em volume, com monoémeros, dimeros, trimeros e hexameros (Ventura,
Mizuta e Ikemoto, 1984; Silva et al, 2005). Este processo de multimerizacdo ocorre
devido ao BTCI apresentar uma superficie heterogeneamente hidrofobica, com parte
dos seus residuos de aminoacidos aromaticos, bem como outros residuos de
aminoacidos hidrofdbicos, expostos ao solvente, o que torna favoravel a formacéo de
oligdbmeros mediante agregacao, a partir de suas estruturas monomeéricas, além de

poder formar complexos com outras moléculas (Ventura, Mizuta e Ikemoto, 1984;
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Silva et al, 2005). No presente trabalho, as dimensdes hidrodinamicas do BTCI na
forma livre e associado com Bk e analégos foram estudadas por espalhamento de luz
dindmico (do inglés Dynamic Light Scattering, DLS).

DLS permite estudar interacdes entre moléculas, além de possibilitar a
determinacdo das dimensdes de moléculas, por meio de medidas dos parametros
hidrodindmicos. Os parametros investigados neste estudo foram o diametro
hidrodindAmico, indice de polidispersividade e baseline. A medida do didmetro
hidrodindmico é obtida considerando que as particulas em analise sdo esféricas em
movimento aleatorio, apresentando diametro pequeno além da camada de
solvatacdo. A polidispersividade permite analisar a tendéncia de formacdo de
estruturas oligoméricas e/ou de aglomerados de proteinas, a possibilidade de formar
cristais, bem como a pureza da amostra, quando considerada monodispersa. O valor
de polidispersividade menor que 15% indica uma solucdo monodispersa (alta
probabilidade da proteina ser cristalizada e pureza da amostra); menor que 30%,
polidispersividade moderada e maior que 30% para quantidades significativamente
polidispersas (baixa probabilidade da proteina ser cristalizada e presenca de outras
formas moleculares) (Borgsahl, 2007). O baseline € um parametro que classifica a
amostra quanto a presenca de diferentes formas moleculares como monomodal,
bimodal ou multimodal. Uma solucdo monomodal, ou seja, contendo apenas uma
forma molecular, apresenta valor baseline entre 0,997 e 1,002; bimodal, valores de
baseline de 1,003 a 1,005, indicam a presenca de duas formas moleculares;
multimodal, valores de baseline acima de 1,005, indicando a presenca de diversas
formas moleculares (Borgsahl, 2007). A partir destas medidas, € possivel estimar a
presenca de compostos diferentes ou homogéneos em uma solucéo, além de permitir

a verificacao da pureza da amostra.
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Previamente as analises do BTCI na presenca da Bk e dos analogos, foram
realizadas medidas de cada uma destas moléculas separadamente. As medidas de
DLS para Bk e os analogos indicaram formas monoméricas da Bk e dos analogos, na
concentracdo de 25 uM, pH 7,4 e 37°C, apresentado um diametro hidrodinamico de
1,0-1,2 nm (Figura 14). O valor da polidispersividade foi abaixo 15%, o que é
compativel a uma solugcdo monodispersa, além de indicar a pureza dos peptideos em
solugdo e sem a tendéncia de agregacédo (Borgsahl, 2007). O parametro baseline
obtido foi 1,000, indicando a presenca de somente uma forma molecular em solucéo.

Os valores encontrados de polisdispersividade e baseline para os peptideos
caracterizam as solugcfes nas quais estdo presentes como monodispersas e contendo
uma Unica forma molecular, respectivamente. Os valores dos diametros
hidrodindmicos encontrados na solucdo contendo moléculas de BTCI confirmaram a
presenca de oligbmeros em uma mesma solucdo (Figura 14B). Os mondémeros de
BTCI foram observados a baixa concentracédo (25 uM) com aproximadamente 1,6 nm
de didmetro hidrodindmico enquanto a 100 uM foram observadas as formas dimérica,
trimérica e hexamérica, com didmetro hidrodindmico variando de 1,9 a 3,8 nm (Figura
14B). Estas formas multiméricas foram identificadas pelos valores da
polidispersividade maiores que 30% e os valores do baseline de 1,007 (dados nao
mostrados).

O diametro hidrodinamico do monémero de BTCI, apos a adicdo de Bk e dos
analogos, aumentou de 1,6 para 3,3 nm. Este aumento indica formac¢ao de complexos
entre o inibidor e os peptideos e que, possivelmente, mais de uma molécula de
peptideo associou-se com o inibidor (Figura 14C). Esta associacdo pode ter sido
mediada e favorecida por forcas hidrofobicas, considerando os residuos de

aminoacidos hidrofébicos dos peptideos e a superficie hidrofobica do BTCI (Morhy
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and Ventura, 1987; Ventura, Mizuta e lkemoto, 1981; Ventura, Mizuta e lkemoto,
1984; Freitas et al, 1997).
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Figura 14. Medidas da Intensidade de Luz Espalhada por DLS, pelos peptideos e pelo inibidor
BTCI em funcdo do didmetro hidrodindmico. Estados oligoméricos da Bk e dos analogos (25
MM) (A), do BTCI (25 uM) (B), dos complexos formados entre o inibidor e os peptideos (25
MM) (C) em tampéo Tris-HCI 2 mM pH 7,4 a 37°C.



72

A solucdo de BTCI, onde foi adicionada Bk, apresentou caracteristica
monomodal (baseline 1,001) e monodispersa (polidispersividade 10,67%), indicando a
associacdo entre as duas moléculas. As solucdes contendo BTCI e os analogos
apresentaram polidispersividade moderada (23,39% e 22,67% para Bk;:BTCI e
BK2:BTCI, respectivamente), indicando a presenca de duas formas moleculares
(1,004 para Bki:BTCI e BK,:BTCI). Os valores dos diametros hidrodinamicos das
formas detectadas em solucdo, foram atribuidos aos analogos em complexo com o

BTCI e ndo aos peptideos complexados entre si.

Andlise da estrutura do BTCI ap6s complexacdo com Bk e analogos

Apos confirmacdo dos complexos formados entre o BTCI e a Bk e BTCI e os
analogos, as alteracGes da estrutura secundaria do BTCI, em funcéo da formacéo dos
complexos, foram monitoradas e avaliadas por dicroismo circular (DC). O perfil do
espectro dicroico do BTCI permitiu a andlise qualitativa da sua estrutura na presenca
da Bk e dos anéalogos. A figura 15 mostra um padrdo do espectro dicroico do BTCI
com banda intensa em aproximadamente 201 nm, mantido mesmo quando em
complexo com a Bk e os analogos, porém com variacdo na intensidade das bandas
dicroicas (Figura 15). O perfil obtido corrobora com o descrito por Ventura e Aragao
(1978), com espectro distante do UV do BTCI nativo apresentando sinal dicroico em
aproximadamente 201 nm. Este perfil caracteriza as moléculas que sao
predominantemente desordenadas e ndo helicoidais. A banda negativa em 201 nm foi
também atribuida as ligacdes dissulfeto presentes na estrutura do inibidor, uma vez
que apos adicionarem o agente redutor ditioeritritol (DTE), essa banda dicroica

deslocou para 199 nm (Ventura e Aragéo, 1978).
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Figura 15. Espectros de dicroismo circular “distantes do UV” do BTCI e complexos com a
bradicinina (BTCI:Bk) e analogos (BTCI:Bk; e BTCI:Bk,) em tampé&o Tris-HClI 2 mM pH 7,4 a
37°C.

Tabela 2. Conteudo de estruturas secundérias do BTCI e dos complexos BTCI : Bks

Estrutura secundaria (%) BTCI BTCIl: Bk BTCI: Bk; BTCI : Bk,
a- hélice 11,6 11,1 12,6 14,7
B- antiparalela 17,4 21,0 46,7 30,0
B-paralela 22,0 19,0 54 16,5
Volta-f 22,1 23,2 21,9 21,4
Randbdmica 56,8 55,7 32,3 49,0

As estruturas secundarias foram calculadas utilizando o software CDNN deconvolution
(Verséo 2,1; Bioinformatik.biochemtech.uni-halle.de/cdnn) ( Béhm, Muhr e Jaenicke, 1992).

A variagdo de intensidade das bandas dicroicas observadas em 201 nm
corresponde a modificagbes conformacionais na estrutura secundaria do inibidor
como consequéncia da associacdo a Bk e aos analogos. A quantificagdo das
estruturas secundarias do inibidor em complexo a Bk e aos analogos (Bk; e Bk;) est4

apresentada na Tabela 2. O contetudo das estruturas secundarias do BTCI esta de
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acordo com os valores previamente obtidos por dicroismo circular e por
infravermelho, com predominancia de estruturas desordenada e folhas-f (Ventura e
Aragéo, 1978).

O conteudo das estruturas B antiparalelas foi aumentado consideravelmente na
presenca do analogo 1 que apresenta a extensdo C-terminal contendo os residuos
Val e Asp. A presenca deste residuo carregado negativamente pode ter contribuido
para a dimerizacdo do BTCI.

Quantitativamente, a Bk induziu menor alteracdo na estrutura secundaria do
BTCI do que os outros peptideos, apesar de ter apresentado maior associacdo como

mostrado por DLS e ensaios de ligacéo, discutidos a seguir.

Alteracdes conformacionais do BTCI com Bk e analogos

As alteracbes conformacionais ocasionadas na molécula do BTCI, em virtude
da associacdo a Bk e aos analogos, foram confirmadas por meio da andlise dos
rearranjos moleculares monitorados a partir de ensaios espectrofluorimétricos (Figura
16). Estes rearranjos foram monitorados utilizando o fluoréforo do residuo de
triptofano presente na estrutura do BTCI. O BTCI apresenta um anico residuo de
triptofano (Trp®) (Morhy e Ventura, 1987) o qual é, em grande parte, exposto ao
solvente e domina o sinal de emissdo de fluorescéncia da proteina, sendo uma
estratégia para monitorar possiveis mudancas conformacionais do inibidor e o
processo de ligacao proteina-proteina (Ventura, Mizuta e Ikemoto, 1984).

O espectro de emissdo de fluorescéncia do triptofano livre em solvente polar
apresenta banda proxima em 340-350 nm, compativel com triptofano completamente
exposto ao solvente (Laskowisk, 2006; Moler e Denicola, 2002). Exemplos de estudos

fluorimétricos de proteinas de fontes diferentes, porém pertencentes a uma mesma
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classe, mostram que, a partir de bandas de emisséo do triptofano em comprimento de
ondas distintos, diferencas conformacionais ou estruturais entre as proteinas podem
ser evidenciadas. Duas proteinas distintas que apresentam bandas de emissdo em
340 nm e 330 nm sédo compativeis com ambiente do residuo de triptofano exposto e
enterrado, respectivamente. Medidas de atenuacdo de fluorescéncia realizadas a
partir da titulacdo de iodeto de potassio, KI" (carregado negativamente) em proteinas
com residuo de triptofano exposto, resultaram na constante de Stern-Volmer acima de
8.0 M, compativel com o residuo de triptofano exposto ao solvente polar, podendo
ser também um ambiente carregado positivamente. Em contraste, o valor da
constante encontrado para proteinas com residuo de triptofano enterrado é abaixo de
8,0 M o0 que indica que o iodeto de potassio ndo tem acesso ao ambiente do residuo
de triptofano por ele estar localizado no interior da proteina. Isto pode também ser
explicado pelo impedimento eletrostatico do KI° em ambiente do triptofano
representado por grupamentos carregados negativamente (Laskowisk, 2006; Moler e
Denicola, 2002). Estas propriedades, identificadas por fluorescéncia, permitem o
acompanhamento da formacdo de complexos moleculares, bem como a comparacao
de moléculas pertencentes a uma mesma classe, baseando no ambiente do residuo
de triptofano, que pode ser hidrofilico, hidrofébico, carregado positivamente e
carregado negativamente, sob o efeito de modificacées do ambiente em estudo.
Utilizando o residuo de triptofano intrinseco da estrutura do BTCI, o
reposicionamento deste residuo foi monitorado, com a adicdo de concentracbes
crescentes de Bk e dos analogos (25 a 500 pM). As medidas dos espectros
mostraram supressdo na intensidade de fluorescéncia emitida, resultante de
rearranjos da molécula no microambiente do residuo de triptofano, sem interferir no

posicionamento deste residuo. Isto foi observado por meio da equacdo de Stern-
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Volmer que indicou alteracbes conformacionais na molécula do BTCI devido a Bk e
aos analogos associarem-se a regides proximas ao ambiente do residuo Trp®?, com

banda de emissdo em 355 nm (Figura 16).
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Figura 16. Grafico de Stern-Volmer para a interacdo BTCI (25 uM) com concentragdes
crescentes de bradicinina e dos analogos (25 puM a 500 puM), em tampdao Tris-HCI 2 mM pH
7,4 a 37°C. FO e F séo as intensidades de fluorescéncia do inibidor na auséncia e presenca
da bradicinina/analogos, respectivamente. Bk esté representada por quadrado, Bk, por circulo
e Bk, por triangulo. A) pH 5,0 B) pH 7,4 C) pH 9,0.
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A partir do espectro do BTCI, que apresentou intensidade maxima a 355 nm,
foram registradas as demais intensidades de cada espectro, correspondendo a
diferentes concentracdes de Bk e dos analogos.

A partir destes registros, as constantes de Stern-Volmer (Ksy) foram calculadas
para analisar os rearranjos na molécula do BTCI (Figura 16). Adicionalmente, 0s
dados obtidos pela supressdo de fluorescéncia possibilitaram o calculo das
constantes de ligacéo (Ky), o que permitiu analisar a afinidade entre o BTCl e a Bk e

entre os analogos (Figura 17).

Tabela 3. Constantes de Stern-Volmer dos complexos BTCI-
Bks em diferentes pHs.

Peptideo pH Ksy(x10°M%) R% D.P.°
5,0 5,02 0,97 0,27

Bk 7.4 5,53 0,97 0,30
9,0 4,68 0,99 0,15

5,0 5,00 0,97 0,25

Bk 7.4 4,82 0,97 0,26
9,0 4,38 0,97 0,22

5,0 4,25 0,99 0,11

Bk 7.4 5,09 0,97 0,28
9,0 3,84 0,98 0,17

atl)?z € o coeficiente de correlacéo.
D.P. é o desvio pardrédo para os valores de K.

As constantes de Stern-Volmer foram calculadas em funcdo do pH, a partir
da correlacéo linear obtidas do ajuste das curvas apresentadas na figura 16. Os
valores das constantes (correspondentes a inclinacdo das retas) dos complexos
BTCI:Bk, BTCI:Bk; e BTCI:Bk, estdo apresentados na tabela 3.

A constante de ligacdo (Kp) € o numero de sitios de ligacdo do BTCI (n) para
cada peptideo foi calculada em funcdo do pH. As constantes de ligacdo (Tabela 4)
foram calculadas assumindo que as moléculas dos peptideos podem se ligar de forma

independente a sitios inespecificos da macromolécula BTCI. Observadas as
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condicBes utilizadas neste estudo, maiores alteracbes conformacionais na molécula

do BTCI foram registradas em condi¢des neutras e alcalinas.
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Figura 17. Log (Fo-F/F) versus Log [peptideo] do BTCI (25 uM) com concentracdes crescentes
de peptideos (25 a 500 uM), em tampéao Tris-HCI 2 mM a 37°C A) pH5,0B) 7,4 C)9,0. Fpe F

sdo as intensidades de fluorescéncia do inibidor na auséncia e presenca da

bradicinina/analogos, respectivamente. A) pH 5,0 B) pH 7,4 C) pH 9,0.
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O nuamero de sitios de ligagdo (n) do BTCI para Bk e analogos foi proximo de
um (1,0) e semelhante em todos os valores de pH estudados, enquanto que as
constantes de ligacado foram distintas. O BTCI apresentou maior associacdo a Bk em
pH 7,4 e ao analogo BK; em pH 9,0 (Tabela 4). Isto corrobora com 0s ensaios
realizados por DLS, em que a Bk nédo foi observada na forma livre, quando em
solucéo com o inibidor.

Estes resultados reforcam a hipétese de que BTCI pode ser utilizado como
um potencial carreador para a Bk e os analogos na via sistémica devido ao potencial
de associacdo com essas moléculas, no intuito de proteger os peptideos contra

algum ataque proteolitico e garantir sua liberacdo no tecido alvo.

Tabela 4. Constantes de ligacao K, e sitios de ligacéo (n) dos
complexos BTCI:Bks em diferentes pHs

Peptideo pH Kp(x 10° M1 n R D.pP
5,0 0,21 0,88 094 0,07

Bk 7.4 9,68 1,39 0,98 0,07
9,0 0,71 1,06 098 0,04

5,0 0,84 1,08 096 0,06

Bk 7.4 1,02 1,11 0,96 0,06
9,0 0,23 091 097 0,05

5,0 0,59 1,04 098 0,04

Bk, 7.4 0,22 0,89 096 0,06
9,0 1,81 1,23 0,98 0,06

:R2 € o coeficiente de correlagéo.
D.P. é o desvio pardréo para os valores de K.

Andlise da atividade do BTCI com Bk e anélogos

A protecdo esperada para as estruturas da Bk e dos analogos pelo BTCI
depende de sua atividade inibitoria que nédo pode ser reduzida apds a formacgéo dos
complexos, como comprovados anteriormente. Para esta analise foi estudada a
atividade do BTCI na forma complexada a Bk e aos analogos, por meio de testes in

vitro. Previamente, o BTCI foi testado contra as serinoproteases, tripsina e
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quimotripsina, para fins de comparacdo com as amostras dos complexos. Os
graficos inseridos na figura 18 mostram, respectivamente, 0s ensaios inibitérios
utilizando o BTCI sobre a tripsina e a quimotripsina. Estes resultados estdo de
acordo com aqueles reportados previamente em que os valores das constantes de
inibicdo descritos na literatura para o BTCI contra as serinoproteases foram 1, 51 x

10® M para tripsina e 5,26 x 10° M para quimotripsina (Ventura et al, 1966; Freitas,

1996).
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Figura 18. Atividade inibitéria do BTCI para serinoproteases na presenca de concentracdes
crescentes de bradicinina e dos analogos (0 a 10 uM). A) Atividade residual de quimotripsina
na presenca do inibidor a 40 uM na forma complexada aos peptideos. B) Atividade residual
de tripsina na presenca do inibidor a 10 uM na forma complexada aos peptideos. P < 0,05

gquando comparado com todos 0s outros na mesma concentragao.
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Para testar o BTCI na forma complexada a Bk e aos analogos (0 a 10 pM), foi
utilizada a concentracdo determinada no ensaio anterior que inibe tripsina (10 uM) e
quimotripsina (40 puM). A concentracdo utilizada de BTCI foi menor para tripsina
devido apresentar maior eficiéncia de inibicAo contra esta protease como
apresentado na figura 18.

A atividade inibitéria do BTCI complexado nado foi alterada, mantendo as
propriedades dos sitios reativos desta proteina (Figura 18). Provavelmente, a
bradicinina e os analogos associam-se ao BTCI em regifes distantes dos sitios ativos
do inibidor e préoximas ao residuo Trp®%, conforme discutido anteriormente. A
manutencdo da atividade do inibidor complexado, mesmo com as mudancas
conformacionais discutidas, pode estar relacionada a independéncia entre os sitios
reativos para a tripsina e quimotripsina, localizados em dominios opostos e
independentes da molécula, e a presenca de sete ligacdes dissulfeto, conferindo sua
conformacao estavel com orientacdo favoravel dos sitios reativos para ligacdo com as
proteases (Barbosa et al, 2007 e Morhy e Ventura, 1987). Estes resultados mostraram
que a Bk e seus andlogos, quando se ligam ao BTCI, induzem mudancas
conformacionais que ndo alteram a atividade inibitéria do inibidor contra as
serinoproteases, tripsina e quimotripsina. Isso é justificado pelo complexo formado
entre eles sendo Bk e os analogos nao envolvidos diretamente na interacdo do sitio

inibitério do BTCI com a triade catalitica das proteases. Entretanto é necessario

analisar a influéncia dos complexos na atividade da Bk e dos analogos.

Andlise da acéo de Bk e analogos sobre o muasculo liso com BTCI
A acdo da Bk e dos analogos sobre o musculo liso foi avaliada quando

complexados ao BTCI, utilizando preparacdes ex vivo de ileo de cobaias. O efeito de
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contracdo do musculo liso pode ser monitorado devido ao ileo apresentar maior
namero de receptores do tipo B1 para Bk que do tipo B2, que promove dilatacdo. A Bk
induziu contracdo consideravel nas concentracdes de 5,0 e 10,0 uM, na auséncia do
inibidor. Quando o BTCI foi incorporado ao sistema, a atividade aumentou por haver
inibicdo das serinoproteases (Figura 19). Por outro lado, Bk; and Bk, ndo mostraram
qualquer efeito na presenca do BTCI e serinoproteases. Como discutido na Secéo I, a
clivagem dos analogos por tripsina e a prevencao da clivagem por quimotripsina sao
fundamentais para aumentar a contracdo do musculo liso destes analogos. Na
presenca de BTCI, as atividades cataliticas de ambas as serinoproteases foram
inibidas. Portanto, esta poderia ser uma estratégia para manter os peptideos na forma
inativa até que sejam apresentadas ao plasma e aos tecidos alvo. Esta pode ser uma
possibilidade, uma vez que, as constantes de ligacdo obtidas para BTCI:Bks foram
compativeis com uma baixa afinidade, em que a dissociacdo dos complexos

BTCI:Bks pode ocorrer em um eventual sistema de entrega.
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Figura 19. Acao da Bk sobre o musculo liso de ileo de cobaia (Cavia porcellus), na auséncia e
presenca do BTCI. Néo foram apresentados os valores para os analogos devido ao BTCI ter
inibido a degradacéo deles pelas serinoproteases, ndo sendo possivel o registro da forca de

contracao (g). P < 0,05, comparado com a Bk a mesma concentracao.
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Estes resultados indicam que o BTCI pode atuar como um carreador para a Bk
e 0s analogos, uma vez que ndo apresenta quaisquer alteracbes nas suas

propriedades inibitorias, nem altera as propriedades da Bk sobre o musculo liso.

Analise da acgéo cardiovascular e renal do BTCI com Bk e analogos

A Bk é um peptideo vasoativo que participa de numerosos processos
inflamatorios, vasodilatacdo (Okamura e Toda, 1989). Holton e Holton, em 1952,
demonstraram pela primeira vez um significativo aumento no conteudo de sangue da
orelha de coelho apo6s a injecdo intra-arterial de bradicinina, concluindo que este
efeito foi causado por vasodilatacdo direta (Holton e Holton, 1952). Roche e Silva,
1952, mostraram a acdo depressora pronunciada da Bk sobre a PAS, em uma
variedade de animais (Rocha e Silva, 1952). Esta acdo da Bk na PAS pode ser
diminuida por acdo de serinoproteases presentes no sangue e em tecido endotelial
e rins. A supressao da atividade destas enzimas pelo BTCI pode favorecer o
aumento de sua acao sobre a homeostasia.

Os efeitos cardiovasculares da Bk e seus analogos também foram avaliados
no presente estudo, bem como associados com BTCl em testes in vivo. Os
resultados sao consistentes com os dados da literatura, que mostraram
vasodilatacdo e hipotensdo em respostas ao Bk (Rocha e Silva, 1952; Holton e
Holton, 1952). Aléem disso, no presente estudo, foi observado também um efeito
vasodilatador e consequente hipotensdo promovida pelos peptideos Bk; e Bka.

Com a finalidade de investigar a hipotese de que o BTCI protege a Bk e os
analogos da acao de serinoproteases, potencializando entdo indiretamente sua acao,
os efeitos cardiovasculares da Bk e dos analogos, em associacdo com BTCI ou

veiculo (soro fisiolégico 0,9%), foi avaliado por meio de ensaios in vivo. Infuses de
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doses crescentes de BTCI (0,3, 3, 30 e 300 pgkg? iv.) foram feitas para
padronizacdo de uma dose Otima utilizada como um protetor dos peptideos. A infusdo
de veiculo ndo promoveu mudancas significativas na pressao arterial média (PAM) (-
0,3 + 0,6 mmHg em relac&o ao valor basal), na condutancia vascular renal (CVR) (1,5
+ 0,5 bpm em relacdo ao valor basal) e na condutancia vascular aortica (CVA) (1,0 +

0,7% em relacéo ao valor basal) (Figura 20).
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Figura 20. Efeitos hemodinémicos induzidos por administragc@es intravenosas de BTCI (0.3, 3,
30 and 300 pg - kg-1 of b.wt, in 0,1 mL) ou Veiculo (V; NaCl 0,9%) em ratos anestesiados. A)
Pressdo Arterial Média (PAM). B) Conduténcia Vascular Renal (CVR). C) Condutancia
Vascular Adrtica (CVA). Os resultados foram expressados como média de + SEM de 6

experimentos. * P < 0,05 comparado ao V.
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As doses de BTCI 0,3 e 3 pug-kg™, ndo causaram alteracées na PAM (-1 + 0,7 e
-1,5 £ 0,5 mmHg, respectivamente), CVR (1,5 £ 0,2 e 2 £ 1%, respectivamente, em
relacdo ao valor basal) e CVA (1 £ 0,4 e 3 + 1,4% respectivamente, em relagcdo ao
valor basal). As doses de 30 e 300 pg-kg™ causaram alteracdes na PAM (-15+ 1,1 e -
18 + 1,8 mmHg, respectivamente, em relacdo ao valor basal), CVR (8 £ 1,6 e 9 *
3.4%, respectivamente, em relagcdo ao valor basal) e CVA (6 £ 2,1 e 17 + 3,5%,
respectivamente, em relagdo ao valor basal) (Figura 20).

Em seguida, em outro grupo, as doses dos peptideos (Bk, BK; e BK;; 120
ng-kg™, iv), isolados e associados com BTCI (3 ug - kg™, iv), foram infundidos para
testar seus efeitos sobre os parametros cardiovasculares. A infusdo de veiculo
(0,9%), neste grupo, ndo promoveu mudangas na PAM (-0,3 + 0,3 mmHg, em relacao
ao valor basal), CVR (1,5 + 0,4 bpm, em relagdo ao valor basal) e CVA (1,0 £ 1,7%
em relacao ao valor basal) (Figura 8). A infusdo intravenosa dos peptideos produziu
significativa hipotensao (Bk: -7 £ 1,2; BK;: -9 £ 1,8 e Bks: -12 £ 1,2 mmHg, em relagéo
ao valor basal), uma vasodilatacdo renal (Bk: 9 + 2; BK;: 10 £ 1,4 e Bky: 19 + 3,0%,
em relacéo ao valor basal) e vasodilatacdo aértica (Bk: 9 + 1,6; BK;: 14 £ 2,2 e Bka:
19 £ 2,7%, em relacéo ao valor basal) (Figura 21).

A associacdo de Bk e Bk, com BTCI (3 ug - kg™, iv) ndo potencializou a
hipotensdo (Bk: -10 + 1,1 e Bky: -12 + 2,7 mmHg, em relacdo ao valor basal), porém,
potencializou a vasodilatacéo renal (Bk: 12 + 1,1 e Bky: 29 + 4,9%, em relagdo ao
valor basal) e vasodilatagdo aortica (Bk: 16 + 1,4 e Bky: 28 + 2,6%, em relacdo ao

valor basal) (Figura 21). A associacdo de BK; com BTCI (3 ug - kg*

, 1IV) nao
potencializou a hipotensao (-10 + 1,1 mmHg, a partir do basal), a vasodilatacao renal
(11 £ 1,4% do veiculo) e a vasodilatacdo adrtica (14 £ 2,0%, em relacdo ao valor

basal) (Figura 21).
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Figura 21. Efeitos hemodinamicos da Bk e analogos na auséncia e presenca do BTCI. A)
Pressdo Arterial Média (PAM). B) Condutancia Vascular Renal (CVR). C) Condutancia
Vascular Adrtica (CVA). *P < 0,05 comparado ao veiculo; # comparado ao BTCI, $

comparado ao Bk; T comparado ao Bk,.

Estes resultados sé@o consistentes com os dados da literatura que mostraram
as respostas de vasodilatacdo e hipotensédo para Bk (Carretero, 1991), sendo uma
molécula de interesse para o controle da PAS. Além disso, no presente estudo, foram

identificados peptideos analogos a bradicinina, Bk; e Bky, que induzem o relaxamento
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vascular e seus consequentes efeitos hipotensores. A disfuncdo endotelial esta
relacionada a um estado de hipertensdo e a protecdo do metabolismo da Bk pode
favorecer sua acédo sobre o musculo liso do endotélio (Nakamura e Prewitt, 1992). A
associacao do inibidor de protease, BTCI, potencializa a vasodilatacdo adrtica e renal
induzida pelo peptideo Bk, bem como pelo Bk;, mas estes efeitos ndo foram
observados no Bkj, isso provavelmente se deve as diferencas na porcdo C-terminal
entre ambos os peptideos relacionados ao Bk. Nesse caso, o residuo carregado
negativamente na posicédo C-terminal de Bk; poderia dificultar a acdo das proteases e
consequentemente liberar mais lentamente o fragmento Bk ativo.

Em conjunto, os resultados demonstraram que o0s peptideos relacionados
com Bk, em especial Bk,, induziu uma reducdo da resisténcia vascular e
consequente hipotensdo nos animais avaliados no presente estudo, sugerindo um
potencial terapéutico dos peptideos relacionados ao Bk no tratamento da
hipertenséo. Estudos complementares deverao ser realizados em futuros estudos do
grupo de pesquisa para elucidar as propriedades toxicolégicas e o mecanismo de

acdo destes peptideos.

Conclusdes

A degradacédo da Bk e dos analogos por serinoproteases pode ser reduzida por
acao do inibidor de serinoproteases BTCI, com a finalidade de prolongar a meia-vida
destes peptideos na corrente sanguinea, favorecendo sua acdo cardiofisiologica.
Estes dados foram observados a partir do monitoramento da estrutura e funcéo do
BTCI na presenca da Bk e dos analogos, por meio de técnicas espectroscopicas e
fisiologicas. Estas técnicas permitiram observar e quantificar a associacao entre o

BTCI e os peptideos, além de analisar a acdo das moléculas presentes em um
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mesmo sistema. Estes complexos foram favorecidos em condicGes alcalinas e
neutras apresentando baixa afinidade (10° a 10* M™"), o que pode contribuir para a
liberacdo dos peptideos no tecido alvo. Além disto, a associacdo entre as moléculas
de estudo néo reduziu a atividade inibitéria do BTCI, nem a acdo da Bk sobre o
musculo liso de ileo de cobaia. Os testes in vivo realizados para a analise da acéo
hipotensora da Bk e dos analogos comprovaram que os complexos induziram reducao
da resisténcia vascular e consequente hipotensao. Neste estudo, foi demonstrado que
o BTCI pode atuar como uma molécula empregavel em estratégia para carrear e
modular a atividade da Bk e os analogos em sistemas vivos, além de potencializar a

acao hipotensora destas moléculas.
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Abstract: The hydrolysis of bradykinin (Bk) by different classes of proteases in plasma
and tissues leads to a decrease in its half-life. Here, Bk actions on smooth muscle and
in vivo cardiovascular assays in association with a protease inhibitor, Black eyed-pea trypsin
and chymotrypsin inhibitor (BTCI) and also under the effect of trypsin and chymotrypsin
were evaluated. Two synthetic Bk-related peptides, Bki and Bkz, were used to investigate
the importance of additional C-terminal amino acid residues on serine protease activity.
BTCI forms complexes with Bk and analogues at pH 5.0, 7.4 and 9.0, presenting binding



Molecules 2014, 19 17537

constants ranging from 10° to 10* M!. Formation of BTCI-Bk complexes is probably
driven by hydrophobic forces, coupled with slight conformational changes in BTCI.
In vitro assays using guinea pig (Cavia porcellus) ileum showed that Bk retains the ability
to induce smooth muscle contraction in the presence of BTCI. Moreover, no alteration in
the inhibitory activity of BTCI in complex with Bk and analogous was observed. When the
BTCI and BTCI-Bk complexes were tested in vivo, a decrease of vascular resistance and
consequent hypotension and potentiating renal and aortic vasodilatation induced by Bk and
Bk infusions was observed. These results indicate that BTCI-Bk complexes may be a
reliable strategy to act as a carrier and protective approach for Bk-related peptides against
plasma serine proteases cleavage, leading to an increase in their half-life. These findings
also indicate that BTCI could remain stable in some tissues to inhibit chymotrypsin or
trypsin-like enzymes that cleave and inactivate bradykinin in situ.

Keywords: arterial blood pressure; bradykinin; Bowman-Birk inhibitor; circular
dichroism; dynamic light scattering; fluorescence spectroscopy

1. Introduction

Bradykinin (Bk) is an endogenous biologically active peptide with nine amino acid residues
(Argi-Pro2-Pros-Glys-Phes-Sers-Pro7-Phes-Argo), which is physiologically cleaved from kininogen by
serine proteases, such as kallikreins. Overall, the pharmacological activity of kinins is associated with
many physiological and pathological processes and is also related to the renin-angiotensin system,
blood coagulation and complementary pathways [1,2]. Non-mammalian bradykinin-related peptides,
including those from amphibian, show primary structure differences, which are consistent with
functional specificities. Thus, there is an increasing interest on the investigation of such peptides in
comparison to the classic bradykinin.

Bradykinin and related kinins act in the constriction and vasodilatation of smooth muscle, as well as
promoting arterial hypotension acting on two types of receptors, Bi and B2. Whereas B1 receptors are
barely expressed in normal tissues, being up-regulated after lesion and inflammation [3], B2 receptors
are responsible for most of the physiological effects of the kinins, including arterial vasodilatation, and
peripheral smooth muscle contraction (stomach, colon, urinary bladder, uterus, and the ileum) [4,5].
In vivo hypotensive action results from vasodilatation by stimulation of endothelial B2 receptors in
arteries and arterioles, as well as from renal action in the natriuresis process [6-9]. Its hypotensive
effect is decreased in plasma and tissues in the presence of kininases, such as the Angiotensin
Converting Enzyme (ACE) [10-12], metalloproteases [11] and chymotrypsin. In order to increase the
half-life of Bk in vitro or in plasma and tissues, an association with protease inhibitors could be used as
a rational strategy to prevent Bk enzymatic hydrolysis. Studies on the effects of ACE inhibitors
showed that these molecules attenuate the progression of arteriosclerosis and the occurrence of
cardiovascular events in humans [13]. In this context, protease inhibitors have been considered as one
of the main pharmacological targets for cardiovascular treatment.
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The huge interest in protease inhibitors has focused on natural inhibitors from different sources,
particularly leguminous plants that are capable of regulating a number of relevant biological processes.
These inhibitors belong to the well-characterized Bowman-Birk Inhibitor (BBI) and Kunitz-type
inhibitor families [14]. In particular, BBI have been the most widely investigated molecules from the
physicochemical, structural and functional points of view. BBIs play an important role in plant defense
mechanisms against pathogens [15-17] and in various biological processes and therapeutic
applications. They are involved in the inhibition of intracellular protein hydrolysis, in transcription and
cell cycle, and cell invasion [18,19]. In addition, these inhibitors have also been described as
anticarcinogenic agents acting on the prevention and suppression of cancer in several organs and
tissues in vitro and in vivo [20-25].

The Black-eyed pea Trypsin and Chymotrypsin Inhibitor (BTCI) is a member of the BBI family and
was isolated from Vigna unguiculata seeds. This inhibitor is a stable globular protein consisting
of 83 amino acid residues and seven disulfide bonds [26]. It presents two different reactive sites that
interact simultaneously and independently with trypsin and chymotrypsin by forming binary and
ternary stable complexes [27-29]. Furthermore, BTCI was characterized as the first member of the
BBI family that elicited effects on renal function in rats [30]. BTCI enhanced guanylin-induced
natriuresis response leading to an increase in urinary flow, in fractional excretion of Na" and K, in
perfusion pressure, in glomerular filtration rate and allowing osmolar clearance. BTCI probably
enhanced the natriuretic effects of this peptide through inhibition of its degradation by proteases
present in this urinary system.

To date, no studies about the association of serine protease inhibitors, specifically those belonging
to the BBI family and biologically active Bk, have been reported. However, studies regarding protease
inhibitors from several sources generally focus on their effects on kallikreins by inhibiting the release
of Bk from kininogen [1].

In the present study, we report the association of BTCI with classical bradykinin and its analogues
and the protective action of BTCI against proteolytic degradation of Bk, as well as the effect of BTCI
on their in vitro and in vivo hypotensive activities. The structural features of BTCI and its inhibitory
activity, in the presence of classical Bk and two Bk analogues, were also investigated. The in vitro and
in vivo experiments of Bk-related peptides in the presence or absence of BTCI in vivo were performed
to assess smooth muscle contraction effects and cardiovascular responses induced by intravenous
administration, respectively.

2. Results and Discussion
2.1. Synthesis and Purification of Bk and Bk-Related Peptides

Bk [Arg!-Pro’-Pro’-Gly*-Phe’-Ser®-Pro’-Phe®-Arg’], Bki [Val]'[Thr]®-bradykinyl-Val-Asp and
Bky [Val]![Thr]®bradykinyl-GIn-Ser (Table 1) were chemically synthesized and purified by
semi-preparative high performance liquid chromatography (HPLC), as shown in Figure 1A. All
peptides are relatively hydrophobic, as indicated by hydrophobic moment values shown in Table 1.
The purity and molecular mass of three Bk-related peptides (Bk 1060.7 Da; Bki 1231.7 Da and Bkz
1232.7 Da) were confirmed by matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight mass
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spectrometry (MALDI-TOF MS) analyses, as indicated by a single spectrum obtained for each peptide
(Figure 1B). The pretreatment in vitro of Bki and Bkz with trypsin release the active Bk fragment as
assessed by HPLC and mass spectrometry (data not shown).

Figure 1. Purification of the synthetic peptides Bk, Bki and Bkz. (A) Reverse-phase
chromatography Cis Vydac 218 TP 510 column using a linear gradient (5%—95%) of
acetonitrile (ACN); (B) MALDI-TOF mass spectrometry analysis of synthetic peptides Bk,
Bki and Bk identified by the legend.
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Table 1. Amino acid sequences of the bradykinin and analogues.

M.M.
1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 LP. H.M.

(Da)
Bk Bradykinin R P P F P F R -- -- 10607 12.0 1.195
Bk; Val [T]’-bradykinyl-ValLAsp V P P F P F R V D 1231.7 5.8 1.450
Bk, Val,[T]’-bradykinyl-Glu,Ser V P P F P F R Q 1232.7 9.7 2.443

Notes: M.M. is the Molecular Mass; I.P. is the Isoelectric Point; H.M. is the Hydrophobic Moment.
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2.2. BTCI and Bk Complex Formation Investigated by Dynamic Light Scattering (DLS)

The hydrodynamic diameters of 1.0-1.2 nm indicate that Bk and analogues appear as monomers
at 25 uM, pH 7.4 and 37 °C (Figure 2A). The recorded polydispersity was lower than 0.15, which is
compatible with a monodisperse system and purity of Bk and analogues in solution. This result also
indicates that peptides do not present tendency to aggregate [31]. Nevertheless, BTCI appeared as a
monomer at low concentration (25 uM), with approximately 1.6 nm hydrodynamic diameter, whereas
at 100 uM it self-assembled into dimer, trimer, and hexamer (Figure 2B), with hydrodynamic diameter
ranging from 1.9 to 3.5 nm. These results corroborated those previously reported, indicating the
self-association of BTCI in different multimeric states, when in solution [32] or air-dried [33]. These
multimeric states contributed to the observed polydispersity, which was greater than 0.3, compatible
with oligomeric states of this molecule in solution. This process is favored by the hydrophobic surface
of BTCI, which consists of several hydrophobic amino acid residues exposed to the solvent [28,29,34].

Figure 2. DLS size distribution (hydrodynamic diameter, Dn) of Bk and its analogues (A),
BTCI (B) and the BTCI-Bk-related peptide complexes (C).
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Bk, Bki and Bk: presented a hydrodynamic diameter (Dun) of 1.0-1.2 nm (Figure 2A) with
polydispersity lower than 0.15 (monodisperse solution). BTCI is observed as a monomer at low
concentrations (25 uM), and as a dimer, trimer and hexamer, in higher concentrations (100 uM)
(Figure 2B), with a podispersity above 0.3. The hydrodynamic diameter of BTCI in the presence of
Bk, Bki and Bk increased from 1.7 nm to 3.3 nm (Figure 2C). In addition, the BTCI-Bk complex
formation was also indicated by the monodispersivity feature (polydispersity of 0.107) and the
hydrodynamic diameter of about 3.3 nm, compatible with the dimensions of both associated molecules
(Figure 2C). The monodispersity of Bk-BTCI complex and the moderate polidispersity of Bki and Bkz
complexed with BTCI indicates that these peptides bind to BTCI in different ways.

2.3. Structural Analysis of BTCI and BTCI-Bk-Related Peptide Complexes by Fluorescence Spectroscopy

BTCI (25 uM) in complex with Bk and analogues were evaluated by fluorescence quenching within
the concentration of peptides range of 25-500 uM. Addition of increasing concentrations of peptides
caused a progressive decrease in fluorescence intensity, as shown for Bk in Figure 3. According to
Stern-Volmer adjustment, a linear correlation is noted in the fluorescence emission at 355 nm (Figure 3,
inset), consistent with a quenching occurring due to the static process and protein-protein complex
formation. The Stern-Volmer constants (Ksv), obtained at pH 5.0, 7.4 and 9.0 are shown in Table 2.

The binding constant (Kv) and the number of binding sites per BTCI molecule (n), of each
Bk-related peptide association, as a function of pH, were calculated from fluorescence quenching at
pH 5.0, 7.4 and 9.0. However, only the binding assay for Bk, analogues and BTCI at pH 7.4 is
highlighted (Figure 4). The binding constants at different pHs (Table 3) were calculated assuming the
equilibrium between free and bound small molecules that can bind independently to a set of equivalent
sites in a single macromolecule. The high correlation coefficients and low standard deviations
indicated that the results derived from Equation (3) (see methods) are satisfactory.
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Figure 3. Fluorescence quenching of BTCI in complex with Bk at pH 7.4. Increasing

concentrations of Bk (25 to 500 uM), indicated by arrow, lead to progressive reduction of

Trp®* fluorescence intensity of BTCI. The inset shows a Stern-Volmer plot to obtain the

Ksv values.
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Table 2. Stern-Volmer quenching constants (Ksv) of the BTCI in complex with Bk, Bki

and Bk: at different pHs.

Peptide pH Ksv (<102 M) R2 S.D.P
5.0 5.02 0.97 0.27

Bk 7.4 5.53 0.97 0.30
9.0 4.68 0.99 0.15

5.0 5.00 0.97 0.25

Bk, 7.4 4.82 0.97 0.26
9.0 4.38 0.97 0.22

5.0 4.25 0.99 0.11

Bk, 7.4 5.09 0.97 0.28
9.0 3.84 0.98 0.17

Notes: ® Correlation coefficient; ® Standard deviation.

Figure 4. The plots of Log (Fo—F/F) vs. Log [Peptide] for quenching of BTCI by Bk-related

peptides, at pH 7.4.
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Table 3. Binding constants Ky and binding sites (n) of BTCI in complex with Bk, Bki and

Bk: at different pHs.

Peptide pH Ky (x10° M) n? R? S.D. ¢
5.0 0.21 0.88 0.94 0.07

Bk 7.4 9.68 1.39 0.98 0.07
9.0 0.71 1.06 0.98 0.04

5.0 0.84 1.08 0.96 0.06

Bk 7.4 1.02 1.11 0.96 0.06
9.0 0.23 0.91 0.97 0.05

5.0 0.59 1.04 0.98 0.04

Bk, 7.4 0.22 0.89 0.96 0.06
9.0 1.81 1.23 0.98 0.06

Notes: ® number of site; ® correlation coefficient; ¢ standard deviation.
2.4. Secondary Structure and Inhibitory Activity of BTCI in the Presence of Bk-related Peptides

The conformational changes of Bk and analogues, BTCI free and in complex with peptides at
pH 7.4 were evaluated by circular dichroism (CD). Far-UV CD spectra of Bk and its analogues
(Figure 5A) are similar. Two weak dichroic bands, a negative one at 235 nm and a positive one at 220 nm,
and an intense negative band at 210 nm indicate the peptides are in an unordered structure. The
significance of maximum bands around 220 nm and minima around 235 nm is unknown, but most of
the biologically active Bk-related peptides showed this dichroic profile [35-37]. Far-UV CD spectra of
BTCI and BTCI in the presence of the Bk-related peptides were also similar presenting dichroic bands
around 200 nm. However, they presented a small difference in molar ellipticity intensity (Figure 5B),
consistent with small changes in the secondary structure content of BTCI (Table 4).

The insets in Figure 6A,B show the inhibitory assays of BTCI against trypsin and chymotrypsin,
respectively, as previously reported [38,39]. BTCI was highly active against bovine pancreatic trypsin
at concentrations ranging from 0 to 10 uM, inhibiting about 100% of proteolytic activity at 10 uM
(Figure 6A, inset). BTCI was also highly active against bovine chymotrypsin, inhibiting approximately
100% of its proteolytic activity at 40 uM (Figure 6B, inset).

The inhibitory activities of BTCI at concentrations in which it showed ~100% of protease inhibition
(10 uM for trypsin and 40 uM for chymotrypsin) in the presence of increasing concentrations of
Bk-related peptides (0—10 uM) were very similar (Figure 6A,B). Bk enhanced BTCI inhibition activity
against trypsin and chymotrypsin, whereas Bki and Bkz did not interfer in their activities.

Table 4. Secondary structure contents of the BTCI and BTCI-Bk complexes.

Secondary Structure (%) BTCI BTCI-Bk BTCI-Bk; BTCI-Bk;

a-helix 11.6 11.1 12.6 14.7
[B-antiparallel 17.4 21.0 46.7 30.0
B-parallel 22.0 19.0 54 16.5
B-turn 22.1 23.2 21.9 21.4
Random coil 56.8 55.7 323 49.0

Notes: The secondary structures were calculated using the CDNN deconvolution software (Version 2.1,
Bioinformatik.biochemtech.uni-halle.de/cdnn) [40].
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Figure 5. Far-UV Circular dichroism (CD) spectra of Bk-related peptides, BTCI and their
complexes. (A). CD spectra of Bk, Bki and Bk2 show a negative dichroic band at 235 nm,
a positive band at 221 nm and a negative band at 210 nm; (B). CD spectra of the
complexes between Bk-related peptides and BTCI showing differences in the molar
elipticity intensity of the bands.

Figure 6. Trypsin and chymotrypsin activity in the presence of BTCI complexed with Bk
and its analogues. (A) BTCI at 10 uM was set as the standard concentration to inhibit
trypsin activity (inset); (B) BTCI at 40 pM was set as the standard concentration to inhibit
chymotrypsin activity (inset). * p < 0.05 is compared with all other peptides at the
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2.5. Modulation of Smooth Muscle Contraction Action of Bk Mediated by BTCI

The action of Bk and its analogues on smooth muscle was evaluated when they were in complex
with BTCI, using guinea pig ileum preparations, a well-characterized smooth muscle contraction
assay, sensitive to Bk. It is worth mentioning that B2 receptors in rat and guinea pig tissues belong to a
similar pharmacological entity [4], so the vasodilatation observed in rat aorta experiments is related to
the guinea pig ileum contraction, mediated through the same B2 subtype receptor.

As shown in Figures 7 and 8, different concentrations of Bk up to 10 uM were able to induce
smooth muscle contraction in a concentration-responsive manner. However, Bki and Bkz were unable
to exert their contractive effects, suggesting that further structural processing for interaction with B2
receptors or a higher dose than that used in the present assay are necessary.

When pretreated with trypsin prior to application on guinea pig ileum, Bki and Bk> were cleaved on
Arg’-Val'® and Arg®-GIn'® and induced smooth muscle contraction, in a concentration-responsive
manner (Figure 7), and at higher levels than Bk in free state, highlighting the importance of Arg’ for
B2 receptor interaction. The action of Bk was evaluated in presence of BTCI and serine proteases to
analysis if this inhibitor can influence the contraction on smooth muscle (Figure 8). Presence of BTCI
slightly increased the smooth muscle contraction induced by Bk at 5.0 uM, and at 10.0 uM it was
observed the same effect only when BTCI inhibited trypsin. From data present in Figure 8, we can
observe that the effect of Bk was not affected by its association with BTCI, neither by the presence of
serine proteases. Bki and Bkz did not induce muscle contraction when pretreated with BTCI and serine
proteases (data not shown). Contrary to in vitro results, the active fragments of Bki and Bkz could be
produced by the action of proteases in vivo. This could explain the reported in vivo hypotensive effects
of such peptides.

Figure 7. Smooth-muscle constriction force assay of Bki and Bk: in different concentrations
(1.0, 5.0 and 10.0 pM), in guinea pig ileum smooth-muscle.* p < 0.05 is compared with all
other peptides at the same concentration.
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Figure 8. Smooth-muscle constriction assay of Bk in free state (Bk), complexed with
BTCI (Bk:I), and complexed with trypsin (Bk:I:T) and chymotrypsin (Bk:I:C). Bk in
different concentrations (1.0, 5.0 and 10.0 pM) was used to evaluate the induced
contraction force in guinea pig ileum smooth-muscle * p < 0.05 is compared with all other
peptides at the same concentration.
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2.6. Cardiovascular Effects of the Infusion of BTCI or Vehicle

Preliminary experiments were performed to determine the dose of BTCI that does not induce
cardiovascular changes. For this purpose, increasing doses of BTCI (0.3, 3, 30 and 300 ug-kg™', i.v.) or
vehicle (V; NaCl 0.9%) were infused. As expected, infusions of vehicle did not promote changes in
mean arterial pressure (MAP; —0.3 = 0.6 mmHg from the baseline value; Figure 9A), renal vascular
conductance (RVC; 1 £ 0.5 bpm from the baseline value; Figure 9B) and aortic vascular conductance
(AVC; 1.5% = 0.7% from the baseline value; Figure 9C). BTCI infusions at the doses of 0.3 and
3 ugkg! did not cause changes in MAP (0.5 = 0.7 and —1 = 0.5 mmHg from the vehicle,
respectively; Figure 9A), RVC (1 £ 0.2 and 1.2% + 1% from the vehicle, respectively; Figure 9B) and
AVC (1.5 £ 0.4 and 4% =+ 1.4% from the vehicle, respectively; Figure 9C). However, high doses of
BTCIL, 30 and 300 pg-kg', decreased MAP (=15 + 1.1 and —18 + 1.8 mmHg from the baseline,
respectively; Figure 9A), increased RVC (8 + 1.6 and 9% =+ 3.4% from the baseline, respectively;
Figure 9B) and increased AVC (6 + 2.1 and 17% + 3.5% from the baseline, respectively; Figure 9C).
After these results the dose of 3 ng-kg™! was chosen to perform the next series of experiments.

2.7. Cardiovascular Effects of the Infusion of Bk and Bk-related Peptides in Association with BTCI
or Vehicle

Bk and its related peptides (Bki and Bk:) at the dose of 120 pg-kg ! (i.v.) in association with BTCI
(3 pgkg!, i.v.) or vehicle (NaCl 0.9%) were administrated intravenously to different groups of
animals to evaluate the possible hemodynamic effects. MAP (0.3 = 0.6 mmHg from the baseline
value; Figure 10A), RVC (1 £+ 0.5 bpm from the baseline value; Figure 10B) and AVC (1.5% + 0.7%



Molecules 2014, 19 17547

from the baseline value; Figure 10C). On the contrary, intravenous administration of Bk and Bk-related
peptides produced significant hypotension (Bk: =7 + 1.2, Bki: =9 + 1.8 and Bkz: =12 + 1.2 mmHg
from the baseline value; Figure 10A), renal (Bk: 9 + 2, Bki: 10 = 1.4 and Bkz: 19% + 3.0% from the
baseline value; Figure 10V) and aortic vasodilation (Bk: 9 + 1.6, Bki: 14 + 2.2 and Bka: 19% + 2.7%
from the baseline value; Figure 10C). The association of Bk or Bkz with BTCI (3 pg-kg™!, i.v.) did not
change hypotension (Bk: —10 + 1.1 and Bkz: —12 + 2.7 mmHg from the baseline value; Figure 10A),
but potentiated renal (Bk: 12 + 1.1 and Bka: 29% + 4.9% the baseline value; Figure 10B) and aortic
vasodilation (Bk: 16 = 1.4 and Bka: 28% + 2.6% from the baseline value; Figure 10C). The association
of Bki with BTCI did not alter hypotension (—10 + 1.1 mmHg from the baseline value; Figure 10),
renal (11% + 1.4% from the baseline value; Figure 10) and aortic vasodilation responses (14% =+ 2.0%
from the baseline value; Figure 10).

Figure 9. BTCI and hemodynamic effects. Cardiovascular responses induced by intravenous
administration of BTCI (0.3, 3, 30 and 300 pg-kg ' of b.wt, in 0.1 mL) or Vehicle (V;
NaCl 0.9%), in anesthetized rats. (A) Mean arterial pressure (MAP); (B) Renal vascular
conductance (RVC); (C) Aortic vascular conductance (AVC). The results are expressed as
the mean + SEM of 6 experiments. * p < 0.05 compared to V.
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Figure 10. Bk and Bk related peptides and hemodynamic effects. Cardiovascular responses
induced by intravenous administration of BTCI (3 ug-kg ! of b.wt, in 0.1 mL), Vehicle (V;
NaCl 0.9%), Bk, Bki, Bk2 (120 pug-kg ' of b.wt, in 0.1 mL, each) or Bk, Bki or Bk associated
with BTCI or V in anesthetized rats. (A) Mean arterial pressure (MAP); (B) Renal vascular
conductance (RVC); (C) Aortic vascular conductance (AVC). The results are expressed as
the mean = SEM of 6 experiments. * p < 0.05 compared to Vehicle; # Compared to BTCI,
$ compared to Bk; t compared to Bko.
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Bk and its analogues are peptides of pharmacological interest that can induce arteriolar dilation,
nociceptor hypersensitivity and gastrointestinal smooth muscle contraction. Their degradation by
different classes of proteases in plasma and tissues leads to a decrease in their half-life. So far, studies
have focused on inhibiting metalloproteases and some serine proteases to increase Bk half-life or its

release, respectively, in order to treat heart diseases and hereditary angioedema [9]. The present work

describes biophysical characterization of two classes of biologically active molecules, the serine
protease inhibitor BTCI and the peptide bradykinin and its analogues, Bki and Bkz. The hydrodynamic
parameters of BTCI and Bk and its analogues, as well as the possible self-association tendency and



Molecules 2014, 19 17549

complex formation between both molecules, were investigated. DLS measurement shows increased
hydrodynamic diameter of BTCI in the presence of peptides indicating the formation of different
complexes between BTCI and each Bk. These interactions are probably driven by hydrophobic forces,
considering mainly the presence of phenylalanine amino acid residues in the Bk and valine present in
the Bk analogues (Table 1) and the unusual hydrophobic surface of BTCI [28,29,32—-34]. In addition,
the BTCI-Bk complex formation was also indicated by the monodispersivity feature (polydispersity of
0.107) and the hydrodynamic diameter of about 3.3 nm, compatible with the dimensions of both
associated molecules. It is intriguing the absence of the Bk and analogues light scattering signal upon
complexes with BTCI. It is possible that the predominance of the light scattered signal of the
complexes avoid the detection of the peptides.

Fluorescence quenching assays have been used as a tool to sense the solvent accessibility and the
microenvironment of tryptophan residues, which are directly associated with conformational changes
in proteins or protein-protein complex formation. BTCI presents one single tryptophan residue
(Trp®?) [26], which is largely exposed to the solvent and dominates the fluorescence signal of this
protein, which is a rational strategy to monitor protein conformational changes and protein binding
processes [41]. In this assay, fluorescence quenching was the primary structural parameter considered
as a consequence of BTCI-Bk interactions.

The values of the Stern-Volmer constants (Ksv), obtained as a function of pH, are two orders of
magnitude larger than those for diffusion-limited quenching of free tryptophan in water. It can be
attributed to static quenching process [41], caused by BTCI-Bk complex formation before the
excitation state. It also shows that hydrophobic interactions between BTCI and Bk can occur near the
tryptophan residue as well as within the hydrophobic environment of both molecules. In addition, it
may also occur due to changes in ionization of amino acid residues surrounding Trp®? as a function of
different pH condition, favoring the complex formation.

These results are in agreement with those obtained for BTCI-Bk binding assays, in which,
comparatively, the higher affinity of Bk to BTCI occurred concomitantly, with conformational changes
in the neutral (Bk and Bki) and alkaline (Bkz) conditions. The number of binding sites (n) of all three
Bk was close to one and similar for all evaluated pHs, whereas the binding constants, despite of low
affinity, were different. However, comparatively, the affinity of Bk to BTCI was observed to be higher
for Bk in pH 7.4 and Bk2 in pH 9.0 (Table 3). As also indicated by DLS assays, these weak
interactions between Bk and BTCI may be driven by hydrophobic forces, considering mainly
phenylalanine amino acid residues present in the Bk and valine present in the Bk analogues (Table 1)
and the unusual hydrophobic surface of BTCI [28,29,32-34].

Taking all the results into consideration, BTCI seems to be more subject to conformational changes
in neutral and alkaline conditions as a result of its residual charges at these different pHs and the
binding process occurring by hydrophobic forces. Taken together, these results also reinforce the
hypothesis that BTCI can be used as a Bk carrier in the blood system pathway in order to protect Bk
against proteolytic attack by proteases and their release in target tissues. Additionally, our findings also
indicate that BTCI could remain stable in some tissues to inhibit chymotrypsin or trypsin-like enzymes
that cleave and inactivate bradykinin in sifu. As expected, the kinin-inactivating pathway differs in
different tissues and it is probably responsible to differences between results from two bioassays of
bradykinin activities using both bradykinin-related peptides Bki and Bko.
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In agreement with those results obtained for BTCI-Bk binding assays using DLS and fluorescence
quenching, quantitatively the FAR-UV CD spectra of BTCI and BTCI in the presence of the
Bk-related peptides indicate that Bk induced a smaller alteration in the secondary structure of BTCI
than related peptides. As shown, BTCI forms a complex with all three Bk, but with highest affinity
for Bk (Table 3), compatible with minor conformational changes promoting few alterations in its
secondary structure content (Table 4).

In order to analyze the relationship between conformational changes in BTCI and its inhibitory
activity in the presence of Bk, Bki or Bk, serine proteases enzymatic assays were performed in the
presence of Bk-related peptides. In all conditions, the inhibitory activities of BTCI at concentrations in
which it showed ~100% of protease inhibition were very similar. Therefore, the Bk-related peptides
did not affect the properties of the reactive sites of BTCI, and they probably form complexes with BTCI
in a different region of this molecule, driven by hydrophobic forces, as discussed. The maintenance of
BTCI inhibitory activity even with the conformational changes caused by the Bk-related peptides
could be explained due to the independence between the reactive sites for trypsin and chymotrypsin
located in opposite and independent domains of the molecule [28,29].

The action of Bk on smooth muscle was evaluated when they were in complex with BTCI, using
guinea pig ileum preparations, a well-characterized smooth-muscle contraction assay, sensitive to Bk.
Different concentrations of Bk up to 10 uM were able to induce smooth-muscle contraction in a
concentration-responsive manner. However, Bki and Bk2 were unable to exert their effects on muscle
contraction, suggesting that further structural processing for interaction with B2 receptors or a higher
dose than that used in the present assay are necessary. For example, an analogue of bradykinin from
frog skin with a similar sequence to Bkz (Pro>—hydroxyproline) induced smooth muscle contraction
with a concentration 10 fold higher (100 uM) than Bk. The recovered muscle contraction action was
consistent both with primary structure identity shared with mammalian Bk and the slight proline amino
acid residue modification [42].

When pretreated with trypsin, Bki and Bk: are cleaved on Arg’-Val'® and Arg’-GIn'?, respectively,
and induced smooth muscle contraction, in a concentration-responsive manner. Therefore, exposure of
Arg’ at the C-terminal of both Bk was of fundamental importance for interaction with mammalian B>
receptors. As is known, Arg', Pro?, Gly*, Phe’, Pro’, Phe® and Arg’ are very important for mammalian
smooth muscle activation [43]. Interestingly, the presence of Val' in both analogues was responsible
for an approximately 1.3-fold higher contraction force at 10 uM than in Bk, after activation by trypsin
treatment (Figure 7). In contrast, Bk analogues pretreated with chymotrypsin were not able to induce
smooth muscle contraction (data not shown), highlighting the effect of chymotrypsin, which may
decrease Bk action and their half-life time, even without promoting its activation by hydrolysis of the
two C-terminal residues. In this case, despite the presence of Val!, which enhanced the contraction
force on Bk pretreated with trypsin, the cleavage on Phe® and Phe® led to the complete inactivation of
both peptides.

The association between Bk, Bki or Bk with BTCI, in the presence of trypsin or chymotrypsin, was
also evaluated. Bk was able to induce smooth muscle contraction in a concentration-responsive manner
even in association with BTCI in the presence of serine proteases (Figure 8). BTCI was able to inhibit
protease activity and did not alter Bk properties on smooth muscle. On the other hand, Bki and Bkz did
not show any effects in the presence of BTCI and serine proteases. As discussed, the cleavage of both
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Bk by trypsin and the prevention of chymotrypsin cleavage are fundamental to enhance smooth muscle
contraction of these analogues. In the presence of BTCI, the catalytic activities of both serine proteases
are inhibited and may be a strategy to retain the peptides in inactivated form until they are delivered to
target plasma and tissues. These results indicated that BTCI may be an appropriate circumstantial
carrier of Bk-related peptides as it did not show any alterations in its inhibitory properties, nor did it
alters Bk properties on smooth muscle.

The cardiovascular effects of Bk and its related peptides in association with BTCI or vehicle were
evaluated in vivo experiments. Our results are consistent with the data in the literature, which showed
the vasodilation and hypotension responses to Bk [3,4]. Moreover, in the present study, we identify
newly synthesized Bki and Bk: with effective vascular relaxation and consequent hypotensive effects.
Additionally, the association of a protease inhibitor, BTCI potentiated aortic and renal vasodilation
induced by Bk and Bk: peptides, but these effects were not observed in the Bki. The potentiating of
BTCI on Bkzbut not on Bki hypotensive effect can be explained by the differences of the C-terminal
between both Bk-related peptides. Thus, the negatively charged residue at the C-terminus of Bki could
release more slowly the active Bk fragment.

Considered together, the results demonstrated that the Bk-related peptides, in special Bkz, induced
reduction of vascular resistance and consequent hypotension. Therefore this work contributes to our
understanding of the therapeutic potential of Bk-related peptides in the treatment of hypertension. Future
studies are expected to elucidate the toxicological and the mechanism of action of these new peptides.

3. Experimental
3.1. Synthesis and Purification of Bk-related Peptides and Purification of the BTCI

The Bk-related peptides identified in Table 1 were synthesized by standard solid-phase method
using the FMOC strategy. FMOC-amino acids and reagents for peptide synthesis were purchased from
NovaSyn TGA (Novabiochem, San Diego, CA, USA). The synthesis was carried out through steps of
deprotection of the FMOC group using 25% (v/v) 4-metylpiperidine in dimethylformamide (DMF).
The peptide bond was formed using O-benzotriazole-N,N,N',N'-tetramethyluranium hexafluoro-phosphate
(HBTU) in DMF at room temperature for 90 minutes. The complete desired Bk-related peptide bonded
into resin was obtained after successive cycles of removing FMOC groups and coupling with the
subsequent amino acids, as confirmed by Kaiser assay [44]. The peptide was subjected to cleavage
from the resin by 95% (v/v) trifluoroacetic acid (TFA), 2.5% (v/v) triisopropylsilane, 2.5% (v/v) in
Milli-Q water and precipitated using diisopropylether (—20 °C). The precipitate was collected by
filtration, solubilized using 50% (v/v) acetonitrile (ACN) and then lyophilized. Bk-related peptides were
purified by HPLC (Class LC-10VP from Shimadzu Corp., Kyoto, Japan) using a semi-preparative Cig
Vydac 218 TP 510 (Hesperia, CA, USA) reverse phase column with a linear gradient (5%—95%) of
ACN. The purity of the samples was analyzed by matrix assisted laser desorption ionization-time of
flight mass spectrometry (MALDI-TOF/MS) using an UltraFlex III instrument (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany) under positive reflector mode with external calibration. Concentration of the
synthetic Bk-related peptides was estimated (Equation (1)), as follows [45]:
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[(A215 — A225) X 144] + (A20s % 31)
C (ug/mL) = x dilution factor (1)
2

BTCI was purified as previously described [46] by ion exchange chromatography using
DEAE-cellulose column (Sigma, St. Louis, MO, USA). The purity and molecular mass of BTCI were
evaluated by MALDI-TOF/MS. BTCI concentration was determined using its specific absorption

coefficient A2s0!” = 8.23 and molecular mass of about 9.0 kDa.

3.2. Spectroscopic Measurements
3.2.1. Dynamic Light Scattering (DLS) Assays

The hydrodynamic properties of the BTCI through the complex formation with Bk and analogues
were monitored using DLS technique with laser source operated at 800 nm on the DynaPro LSR
model (Wyatt Technology Corporation, Santa Barbara, CA, USA). The internal temperature was
controlled by a Peltier system coupled to the detector. The Bk, Bk-related peptides, BTCI and
BTCI-Bk, BTCI-Bk-related peptides complexes, were incubated for 30 minutes in 2 mM Tris-HCI pH
7.4 and then centrifuged at 5000 g and filtered (0.22 mm) before the DLS experiments. The average of
100 acquisitions for each measure was considered for BTCI (25 uM) and synthetic Bk-related peptides
(25 uM) separately and subsequently for the BTCI-Bk complexes (1:1). The formation of complexes was
analyzed at 37 °C, considering the relationship of the scattered light intensity signal and the hydrodynamic
diameter of the samples, using the Dynamics V6 program (Wyatt Technology Corporation).

3.2.2. Circular Dichroism (CD) Assays

Circular dichroism measurements were carried out using the Jasco J-815 spectropolarimeter
(Jasco Analytical Instruments, Tokyo, Japan) equipped with a Peltier type temperature controller
(Jasco Analytical Instruments). Far-UV spectra were recorded using a 0.1 cm path length quartz cuvette.
After four consecutive measurements, signals were accumulated and the average spectrum was
corrected for the baseline contribution of the buffer and Bk and Bk-related peptides solutions. Firstly,
the CD spectra of BTCI (25 pM), Bk and Bk-related peptides (25 uM) were recorded independently in
2 mM Tris-HCI pH 7.4 at 37 °C. Subsequently, the CD spectrum of BTCI (25 uM) was recorded in the
presence of all peptides (25 M) in the same conditions. The secondary structure content of BTCI in
the absence or presence of Bk and Bk-related peptides was estimated using the CDNN deconvolution
software (Version 2.1).

3.2.3. Fluorescence Spectroscopy Assays

Fluorescence measurements were performed at pH 5.0, 7.4 and 9.0 and 25 °C using the Jasco
FP-6500 spectrofluorimeter (Jasco Analytical Instruments) coupled to a Jasco ETC-273T Peltier
system (Jasco Analytical Instruments) with water circulation. Both excitation and emission slit were
fitted to 5.0 nm and the excitation and emission wavelength were 295 nm and 300-400 nm,
respectively. The concentration of BTCI was 25 uM, whereas the concentration of Bk and Bk-related
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peptides varied from 25 to 500 uM. The BTCI in complex with peptides were investigated by
fluorescence quenching as a function of pH. The averages of five fluorescence spectra were recorded
and processed by the program Spectra Manager (Jasco Analytical Instruments). The fluorescence
emissions were fitted according to the classic Stern-Volmer equation (Equation (2)) [41]:

Fo/F =1 + K&[Q] 2

where F and Fo are the fluorescence intensities in the presence and absence of quencher, respectively,
Ksv is Stern-Volmer constant and Q is the concentration of the quencher.

The binding constants for BTCI, Bk and Bk-related peptides interaction were calculated according
to Equation (3):

Log[(Fo — F)/F] = LogKs + nLog[Q] 3)

where Kb is the binding constant and # is the number of binding sites per BTCI [47].
3.3. Enzymatic Assay

The inhibitory activities of BTCI against bovine pancreatic trypsin (25 kDa; A2s0'” = 15.90) and
chymotrypsin (24 kDa; A2s0!” = 20.40) (Sigma Co.) were first determined in the absence of Bk and
Bk-related peptides [48]. Briefly, the residual enzymatic activities were assayed by mixing 40 pL of
chymotrypsin (28.60 uM) or trypsin (2.57 uM) with BTCI at concentration range of 0—10 uM for
trypsin and 0—40 uM for chymotrypsin at 25 °C for 15 minutes. After that, 200 uL of 0.40-mg-mL"!
N-glutaryl-L-phenylalanine-p-nitroanilide (GPNA) in 50 mM Tris-HCI, 20 mM CaClz, pH 7.6 for
chymotrypsin assay or 0.43 mg-mL ! Ng-benzoyl-DL-arginine 4-nitroanilide hydrochloride (BAPNA)
in 50 mM Tris-HCI, 20 mM CaClz, pH 8.2 for trypsin assay were added. Substrate hydrolysis was
done for 15 minutes and stopped by adding 30% (v/v) acetic acid. The enzymatic assays were also
carried out in the presence of Bk at similar concentration of BTCI. The relative enzymatic activities
were evaluated by the liberation of p-nitroanilide, which was monitored at 410 nm using a SpectraMax
Plus 384 Microplate Reader spectrophotometer (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). The
obtained values are an average of three independent measurements. Inhibition curves were obtained by
plotting relative activities of the proteases vs. BTCI concentration in the absence or presence of Bk and
Bk-related peptides. Statistical analysis was carried out using the Paleontological Statistics (PAST)
Software Package for Education and Data Analysis [49]. A value of Student’s #-test p < 0.05 was
considered to denote a significant difference.

3.4. Smooth Muscle Constriction Force Assay using Mammalian Bk and Its Analogues Associated
with BTCI

Male guinea pigs (Cavia porcellus) weighing between 200 and 300 g and fasted for 24 h were
euthanized using an overdose of anesthetic at 120 mg/kg (ketamine and xylazine). The protocol was
approved by the Committee on the Ethics of Animal Experiments of the Institute of Biology,
University of Brasilia (Proc. Number 737402/2008). Segments of 2 cm from the terminal portion of
the ileum were removed and washed in Tyrode’s solution (g/L: 8.00 NaCl,0.20 KCI, 0.20 CaCl,
0.21 MgCl»), and attached to a glass rod that was immersed in a physiological bath chamber with a
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capacity of 10 mL containing Tyrode solution at 37 °C. In the opposite region, a thread of silk was
attached to the F-60 isometric transducer connected to a polygraph (NARCO Bio-Systems, Houston,
TX, USA). The bath was kept aerated constantly with carbogen (95% Oz + 5% CO2). Previously, as a
control, smooth muscle response was analyzed using Bk from Sigma Aldrich. Experiments were done
in triplicate, and constriction force was analyzed by addition of Bk and analogues in the absence or
presence of BTCI, in three concentrations: 1, 5 or 10 uM. The hypotensive effects of the complexes
were also evaluated in the presence of trypsin or chymotrypsin. After each experiment, the bath
solution was exchanged three times in order to remove the drug used. Statistical analysis was carried out
using the Paleontological Statistics (PAST) Software Package for Education and Data Analysis [49]. A
value of Student’s #-test p < 0.05 was considered to denote a significant difference.

3.5. Evaluation of the Cardiovascular Effect of Intravenous Infusion of Bk, Bki, Bk2 and BTCI

All experiments were conducted on adult male Wistar rats (280-350 g). They were obtained from
the central animal house of the Federal University of Goids. Experimental procedures were designed
with strict adherence to the National Health Institute Guidelines for Care and Use of Laboratory
Animals as approved by the Ethics Committee, Federal University of Goids (034/12).

On the day of experiments, the rats were anesthetized with halothane (2%-3% in 100% Oz;
Cristalia Ltda, Itapira, SP, Brazil) prior to the catheterization of the right femoral vein and artery. After
the catheter placement, the rats were removed from the halothane and the anesthesia was maintained
with urethane (1.2 g-kg ! b.wt., i.v.; Sigma-Aldrich Co.). The trachea was cannulated to reduce airway
resistance. The body temperature was kept at 37 + 0.5 °C with a thermostatically controlled heated table.

Renal blood flow (RBF) and aortic blood flow (ABF) were measured with an ultrasonic transit-time
flowmeter (Transonic Systems, Inc., Ithaca, NY, USA). Data were recorded continuously with an
analog-to-digital converter (PowerLab 4/25, ML845, AD Instruments, Bella Vista, Australia). Mean
arterial pressure (MAP) was determined from the pulsatile signal. Aortic vascular conductance (AVC)
and renal vascular conductance (RVC) were calculated by a ratio of ABF and RBF divided by MAP,
and were expressed as percentage of baseline. Increasing doses of BTCI (0.3, 3, 30 and 300 pug-kg !,
i.v.) were infused. In other group, the cardiovascular effects of Bk and its related peptides (Bki and
Bka,) at the dose of 120 pg-kg™' (i.v.) in association with BTCI (3 ug-kg™', i.v.) or vehicle (NaCl
0.9%) were tested.

Results are presented as means + S.E.M. The effects of infusion of Bk, Bk-related peptides and BTCI
on cardiovascular parameters were analyzed by one-way ANOVA. When groups differed significantly,
the Fisher’s post hoc test was used by GraphPad Prism statistical software version 6.03 for Windows
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). A value of Student’s t-test p < 0.05 was considered
to denote a significant difference.

4. Conclusions

In the present study, we showed the actions of Bk and Bk-related peptides on smooth muscle in the
presence of BTCI and also under the effect of the serine proteases trypsin and chymotrypsin, as well as
in vivo effects of the peptides, isolated and associated with BTCI, in renal and aortic vascular
reactivity. Our results indicate that formation of BTCI-Bk and BTCI-Bk-related peptides complexes is
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probably driven by hydrophobic forces. Moreover, no alteration in the inhibitory activity of BTCI in
complex with any of the peptides was observed, and no alteration in smooth-muscle contraction
properties of Bk occurred when associated to BTCI. However, when the BTCI-Bk complexes were
tested in vivo, it was observed a potentiation renal and aortic vasodilation induced by Bk and Bk:
infusions. These results indicate that the BTCI-Bk-related peptides complexes may be a good strategy
to act as a carrier and protective approach for the cleavage of serine proteases, leading to an increase in
the half-life of Bk-related peptides. Additionally, our findings also indicate that BTCI could remain
stable in some tissues to inhibit chymotrypsin or trypsin-like enzymes that cleave and inactivate
bradykinin in situ. As expected, the kinin inactivating pathway differs in different tissues and it is probably
responsible to differences between results from two bioassays of bradykinin activities using both
bradykinin-related peptides Bki and Bkz. Furthermore, trials of nanoencapsulation of BTCI-Bk-related
peptides could be performed to further evaluate its effects, and the half-life of Bk on a living system
could be explored as a strategy to treat cardiovascular diseases.
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