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Aqueles que esperam no Senhor renovam as suas forças, voam alto como águias, 

correm e não ficam exaustos, andam e não se cansam (Isaías 40:31).
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RESUMO 

Os oligopeptídeos ricos em prolina (PROs) foram identificados no veneno bruto das 

serpentes Bothrops jararaca (Bj), Bothrops cotiara (Bc) e Bothrops fonsecai (Bf). 

Estudos anteriores demonstram que os PROs promoveram efeitos hipotensor/anti-

hipertensivo em ratos normotensos e espontaneamente hipertensos (SHR). No 

entanto, os efeitos diretos dos PROs em aorta e coração isolado, bem como, os 

mecanismos de ação envolvidos nestes efeitos são desconhecidos. No presente 

estudo, foram avaliados os efeitos cardiovasculares de seis PROs, Bj-PRO-5a, Bj-

PRO-7a, Bj-PRO-10c, Bc-PRO-10e, Bf-PRO-10d e Bf-PRO-10f. Os anéis de aorta 

com (E+) e sem endotélio (E-) foram pré-constritos com fenilefrina (Phe, 0,1 

µmol/L), seguido de concentrações cumulativas dos PROs (0,1 nmol/L – 1 µmol/L) 

na presença ou ausência de um antagonista não seletivo dos receptores 

muscarínicos (atropina, 3 µmol/L), antagonista do receptor muscarínico M1 

(pirezenpina, 1 µmol/L), inibidor da óxido nítrico sintase (L-NAME, 3 µmol/L), 

inibidor da adenilato ciclase (MDL12,330a, 3 µmol/L), inibidor da guanilato ciclase 

(ODQ, 3 µmol/L) ou inibidor da argininosuccinato sintetase (MDLA, 1 µmol/L). Para 

avaliar os efeitos dos PROs na coronária e contratilidade cardíaca, os corações 

foram perfundidos de acordo com a técnica de Langendorff. Os corações foram 

perfundidos por um período basal com solução Krebs Ringer contendo os PROs 

(0,05 ou 5 nmol/L) na presença ou ausência de L-NAME (10 nmol/L, ODQ (200 

nmol/L) ou MDL (1µmol/L). Todos os PROs utilizados neste estudo induziram 

vasorelaxamento dependente do endotélio em anéis de aorta de ratos Wistar e 

SHR. Atropina e pirenzepina bloquearam os efeito vasorelaxante do Bj-PRO-7a em 

aorta isolada de ratos Wistar e SHR. L-NAME, ODQ e MDL inibiram o 

vasorelaxamento induzido pelo Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c em ambas as linhagens. 

O MDLA inibiu o vasorelaxamento  induzido pelo Bj-PRO-10c somente em anéis de 

aorta de SHRs. Somente os peptídeos Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c promoveram uma 

vasodilatação coronariana em corações isolados de ratos Wistar e SHR. A 

vasodilatação coronariana induzida pelo Bj-PRO-7a foi inibida na presença de L-

NAME em corações de ratos Wistar. Já em corações isolados de SHRs este efeito 
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abolido por  com L-NAME, ODQ ou MDL. O Bc-PRO-10e e Bf-PRO-10f não 

induziram efeitos significantes na contratilidade cardíaca. No entanto, o Bj-PRO-5a, 

Bj-PRO-7a, Bj-PRO-10c e Bf-PRO-10f promoveram efeito inotrópico negativo em 

corações isolados de ratos Wistar e/ou SHRs. Este efeito desencadeado pelo Bj-

PRO-7a foi inibido na presença de L-NAME em corações isolados de Wistar. 

Diferentemente, o efeito do Bj-PRO-10c foi bloqueado pelo L-NAME, ODQ ou MDL 

em ambas as linhagens. Sumarizando, os PROs utilizados neste estudo induziram 

vasorelaxamento dependente do endotélio. Os dados demonstram a participação 

das vias NO/GC/GMPc e AC/AMPc nos efeitos vasorelaxantes promovidos pelos 

peptídeos Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c. Além disso, os receptores muscarínicos estão 

envolvidos nos efeitos vasorelaxantes do peptídeo Bj-PRO-7a em anéis de ratos 

Wistar e SHRs. O efeito inotrópico negativo induzidos pelo Bj-PRO-7a e Bj-PRO-

10c está relacionado com a ativação do NO em cardiomiócitos de ratos 

normotensos e hipertensos. 
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ABSTRACT 

The proline-riche-oligopeptides (PROs) were identified in the crude venom of 

snakes Bothrops jararaca (Bj), Bothrops cotiara (Bc) and Bothrops fonsecai (Bf). 

Previous studies have shown hypotensive/antihypertensive effects of the PROs in 

normotensive and hypertensive (SHR) rats. However, the direct effect of PROs in 

the aorta and heart isolated, as well as, the action mechanisms involved in these 

effects is unknown. In the presenty study, were evaluated the cardiovascular effect 

of six PROs, Bj-PRO-5a,-7a,-10c, Bc-PRO-10e, Bf-PRO-10d,-10f. The aortic rings, 

with (E+) or without (E-) endothelium, were preconstricted with phenylephine (Phe, 

0.1 μmol/L), following increasing concentrations of PROs (0.1 nmol/L – 1 μmol/L) in 

presence or absence of a nonselective antagonist muscarinic receptors (Atropine, 

3µmol/L), M1 muscarinic receptor antagonist (Pirenzepine, 1 µmol/L), synthase nitric 

oxide inhibitor (L-NAME, 1 µmol/L), adenylyl cyclase inhibitor (MDL 12.330A, 3 

µmol/L), guanylyl cyclase inhibitor (ODQ, 3µmol/L) or argininosuccinate synthetase 

inhibitor (MDLA, 1 µmol/L). To evaluated the coronary and cardiac contractility 

effects of PROs, the hearts were perfused according Langendorff technique. The 

hearts were perfused for a basal period with Krebs Ringer solution containing the 

PROs (0.05 or 5 nmol/L) in presence or absence of L-NAME (10 nmol/L), ODQ (200 

nmol/L) or MDL (1 µmol/L). The PROs utilized in this study induced endothelium-

dependend vasorelaxation in aortic rings of Wistars and SHRs. Atropine and 

pirezenpine blocked the vasorelaxant effect of Bj-PRO-7a in isolated aorta from 

Wistar and SHR. L-NAME, ODQ or MDL inhibited the aortic vasorelaxation induced 

by Bj-PRO-7a and Bj-PRO-10c in both strains. MDLA inhibited the Bj-PRO-10c-

induced vasorelaxation in aortic rings of SHR, but not in Wistar. Just the peptides 

Bj-PRO-7a and Bj-PRO-10c promoted a significant coronary vasodilatation in 

isolated heart from Wistar and SHR rats. The coronary vasodilatation induced by Bj-

PRO-7a was inhibited in the presence of L-NAME in isolated heart from Wistar. 

Already in isolated heart from SHR this effect was abolished by L-NAME, ODQ or 

MDL. The Bc-PRO-10e and Bf-PRO-10f did not induce significant effects on cardiac 

contractility. However, the Bj-PRO-5a, -7a, -10c and Bf-PRO-10f promoted negative 
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inotropic effect in the isolated hearts from Wistar and/or SHR. This effect in isolated 

hearts perfused by Bj-PRO-7a was inhibited in the presence of L-NAME in Wistars. 

Differently, the effect of Bj-PRO-10c was blocked by L-NAME, ODQ or MDL in both 

strains. Sumarizing, the PROs utilized in this study induced endothelium-dependend 

vasorelaxation. The data demonstrated participation of pathways NO/GCs/GMPc 

and AC/AMPc in the vasorelaxant effect of peptides Bj-PRO-7a and Bj-PRO-10c. In 

addition, the muscarinic receptors are involved in the vasorelaxant effects induced 

by peptide Bj-PRO-7a in aortic rings from Wistar and SHR rats. Moreover, the 

negative inotropic effect induced by Bj-PRO-7a and Bj-PRO-10c is linked with 

activation of NO in cardiomyocyte of normotensive and hypertensive rats. 
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1 INTRODUÇÃO 

As doenças cardiovasculares (DCV), como, Hipertensão arterial (HA), 

doenças coronarianas, insuficiência cardíaca, angina e infarto do miocárdio são um 

grupo de doenças que atingem o coração e os vasos sanguíneos (WESTER 

MEIER et al., 2015). De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), as 

DCV são responsáveis por 17 milhões ou 30% das mortes no mundo (WHO, 2013). 

No Brasil, o último censo realizado pelo Ministério da Saúde no ano de 2011, 

apontou as DCV como principal causa de morte entre homens e mulheres em 

todas as regiões do país1. Estima-se que no Brasil existam cerca de 17 milhões de 

portadores de Hipertensão Arterial (HA), sendo a HA um dos principais fatores de 

risco para as DCV. 

De acordo com a Sociedade Brasileira de Hipertensão (SBH), a HA é 

caracterizada pela presença constante de níveis elevados de pressão arterial (PA), 

sendo uma condição clínica associada frequentemente a alterações funcionais e 

estruturais de órgãos alvo, como, vasos sanguíneos, coração, encéfalo e rins. 

O tratamento da HA deve conter estratégias terapêuticas que previnam 

complicações, como, infarto agudo do miocárdio e acidente vascular cerebral ( 

HEYDE, 2004; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2013). Nos últimos anos 

tem-se observado grandes avanços na ciência, com o desenvolvimento e 

aperfeiçoamento de intervenções cirúrgicas e farmacológicas. Os resultados 

desses avanços são refletidos na redução das taxas de mortalidade por DCV, 

contudo a HA ainda é considerada um importante problema de saúde pública de 

âmbito global (ABRAMOV; CARSON, 2012). 

A PA é controlada principalmente pelo sistema nervoso autônomo (SNA) 

simpático e parassimpático e sistemas humorais (GUYTON, 1991). Por 

participarem da regulação da contratilidade e frequência cardíaca e do controle do 

tônus vascular, esses dois sistemas são os principais alvos de fármacos anti-

hipertensivos. 

Atualmente, existem várias classes de medicamentos para o tratamento da 

HA, tais como, inibidores da enzima conversora de angiotensina (iECA), diuréticos, 

antagonistas adrenérgicos e bloqueadores de canais de cálcio, alguns fármacos 

                                                           
1  www.datasus.gov.br 
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pertencentes a estes grupos de drogas, tem apresentado significativos efeitos 

colaterais como, hiperpotassemia, taquicardia reflexa, bradicardia excessiva e 

retenção hídrica (ANDRADE; VILAS-BOAS; ANDRADE, 2002; KOSTIS et al., 

2005). 

1.1 Sistema Cardiovascular 

É sabido que a magnitude da pressão arterial (PA) depende do débito 

cardíaco (DC) e da resistência vascular periférica (RVP) (OIGMAN, 1987). O DC 

consiste no volume de sangue bombeado pelo coração por minuto, ou seja, 

depende da frequência cardíaca (FC) e do volume sistólico (VS). Já a RVP, é a 

resistência dos vasos à circulação do sangue, sendo determinada principalmente 

pelo diâmetro das arteríolas e, portanto, depende da espessura da parede arteriolar 

e dos efeitos causados por estímulos neuronais e humorais que podem causar 

vasoconstrição e/ou vasodilatação (BAKER et al., 1990; LORELL; CARABELLO, 

2000). 

A parede arterial é composta por três camadas distintas: íntima, média e 

adventícia. A camada íntima é constituída principalmente por células endoteliais 

que cobrem a superfície interna da parede, formando um leito contínuo em contato 

com o sangue (STEVENS; LOWE, 1998). A camada média é formada 

predominantemente por células musculares lisas e constituintes extracelulares 

(proteoglicanos, colágeno, fibrilas, fibrilas de elastina e fibras elásticas). E a 

camada adventícia, é composta por tecido conjuntivo e fibras colágenas do tipo I 

(Figura 1). 

Dentre as camadas da parede arterial, destaca-se a íntima, pois as células 

que a constitui (células endoteliais) exercem papel fundamental no controle de 

fluidez do sangue, agregação plaquetária e regulação do tônus vascular em 

resposta a hormônios vasoativos ou metabólitos, assegurando assim não só a 

manutenção adequada da PA, mas também a provisão adequada de nutrientes ao 

organismo (FÉLÉTOU; KÖHLER; VANHOUTTE, 2010). 

1.2 Endotélio vascular e síntese de óxido nítrico   

As células endoteliais são capazes de sintetizar substâncias 

vasoconstritoras e vasodilatadoras. As principais substâncias que induzem a 

vasoconstrição são: endotelina (MASASHI et al., 1988), tromboxano A2 (ELLIS et 



36 

al., 1976) e angiotensina II (Ang II) (VELTMAR; GOHLKE; UNGER, 1991). Como 

substâncias vasodilatadoras se destacam o óxido nítrico (NO) (FURCHGOTT, 

1983; IGNARRO et al., 1987; PALMER; FERRIGE; MONCADA, 1987; 

VANHOUTTE, 1990), e a prostaciclina (PGI2) (MONCADA et al., 1976). Dentre as 

substâncias vasodilatadoras o NO é o mais relevânte por desempenhar um papel 

de grande importância no controle cardiovascular (MAXWELL, 2002). 

 
Figura 1. Ilustração da estrutura da parede arterial de aorta torácica 
Fonte: Adaptado de http://www.ice.uthscsa.eduHistology/20TubTubular) 

O NO é considerado uma das menores e mais simples moléculas 

biossintetizadas (MORRIS; BILLIAR; SIDNEY, 1994). Sua síntese ocorre através 

da ação catalítica de três isoformas da óxido nítrico sintase (NOS), a óxido nítrico 

sintase endotelial (eNOS), a óxido nítrico sintase neuronal (nNOS) e a óxido nítrico 

sintase induzida (iNOS) (DUDZINSKI et al., 2006; FULTON; GRATTON; SESSA, 

2001; PAPAPETROPOULOS; RUDIC; SESSA, 1999). A eNOS é considerada uma 

isoforma essencial na manutenção do tono vascular basal, podendo ser encontrada 

principalmente nas células endoteliais, em compartimentos denominados cavéolas 

http://www.ice.uthscsa.eduhistology/20TubTubular
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(SHAUL; ANDERSON, 1998). A manutenção desse tono é essencial para a 

regulação do fluxo sanguíneo em diversos leitos vasculares (WANG et al., 2000). A 

nNOS pode ser encontrada em áreas cerebrais como tálamo, hipotálamo, córtex 

cerebral, núcleo do trato solitário, bulbo olfatório e cerebelo (RODRIGO et al., 1994; 

VINCENT; KIMURA, 1992). Além disso, a nNOS é a isoforma predominante 

envolvida na regulação da função cardíaca (JIN et al., 2012; SEARS et al., 2003; 

ZHANG et al., 2008). A iNOS encontra-se mais expressa em processos celulares 

anormais como na insuficiência cardíaca (FERREIRO et al., 2004), induzidas por 

citocinas pró-inflamatórias (ALDERTON et al., 2001; ANDREW; MAYER, 1999; 

BALLIGAND; CANNON, 1997). 

Nas células endoteliais, a eNOS pode ser ativada através do estresse de 

cisalhamento (shear stress) ou pela interação de agonistas como, acetilcolina (Ach) 

e bradicinina (Bk) a seus respectivos receptores muscarínicos (M1, M3 e M5) e B2,  

acoplados a proteina G (MARÍN; RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ, 1997; MONCADA; 

PALMER; HIGGS, 1991). A ativação destes receptores promove o influxo de Ca2+ 

para o interior das células endoteliais, favorecendo a interação do Ca2+ com a 

proteína calmodulina (DA LUZ; LAURINDO; CHAGAS, 2005) formando o complexo 

cálcio-calmodulina que é responsável pela ativação da eNOS e/ou nNOS. Depois 

de ativada, a eNOS utiliza como substrato a L-arginina, através de uma reação que 

ocorre em duas etapas, envolvendo heme oxidações, e catalisando a oxidação do 

nitrogênio guanidino terminal da L-arginina, formando como produtos finais L-

citrulina e NO (MARLETTA, 1993). A L-citrulina circulante é novamente convertida 

em L-arginina pela ação das enzimas argininosuccinato sintetase (AsS) e 

argininosuccinato liase (FLAM; EICHLER; SOLOMONSON, 2007). Essa reciclagem 

é responsável pela manutenção da produção de NO (HAINES; PENDLETON; 

EICHLER, 2011) (Figura 2). As duas etapas da ação da eNOS requerem o 

dinucleotídeo nicotinamida adenina fosfato (NADPH), oxigênio molecular e co-

fatores como tetrahidrobiopterina (BH4), mononucleotídeo de flavina (FMN), 

dinucleotídeo de flavina e adenina (FAD) (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991). 

Após sintetizado, o NO se difunde para células do músculo liso vascular, 

onde sua principal função é ativar a Guanilato Ciclase solúvel (GCs), um 

heterodímero que contém o grupo heme responsável pela conversão da guanosina 

5’-trifosfato (GTP) em Guanosina 3’5’- monofosfato cíclico (GMPc), um segundo 

mensageiro das ações do NO na musculatura lisa vascular (MCGUIRE; DING; 
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TRIGGLE, 2001). O aumento da concentração intracelular de GMPc ativa a 

proteína quinase G (PKG) que por sua vez fosforila os canais de cálcio 

dependentes de voltagem presente na membrana celular, reduzindo assim os 

níveis intracelulares de Ca2+(HERRMANN; LERMAN; LERMAN, 2010), fosforila a 

fosfolambam, uma proteína responsável pelo controle da atividade da bomba de 

cálcio conhecida como Ca2+ATPase do retículo endo-sarcoplasmático (SERCA), 

essa bomba é responsável por transportar Ca2+ do citoplasma para o interior do 

retículo sarcoplasmático (COHEN et al., 1999). Além disso, a PKG promove a 

ativação dos canais de K+, induzindo um efluxo de K+ para o meio extracelular das 

células do músculo liso vascular, desencadeando assim uma hiperpolarização 

dessas células (ARCHER et al., 1994) O balanço entre a redução dos níveis 

intracelulares de Ca2+ e efluxo de K+, promovem vasorelaxamento do músculo liso 

vascular (Figura 2). 

Outra enzima de grande importância no vasorelaxamento do músculo liso 

vascular é a adenilato ciclase (AC). A AC é uma enzima que cataliza a formação de 

adenosina 3´-5´ monofosfato cíclica (AMPc) por meio da clivagem do nucleotídeo 

adenosina trifosfato (ATP). O aumento dos níveis de AMPc ativa a proteína quinase 

A (PKA), a qual induz uma diminuição na concentração intracelular de Ca2+ no 

músculo liso vascular, culminando em um vasorelaxamento através de vias 

semelhantes às descritas para PKG (BERNE; LEVY, 1998).  

Os vários tipos de células que compõem o coração expressam uma ou 

mais de uma das três isoformas da NOS, revelando assim a importância dessas 

isoformas na contratilidade cardíaca (PRABHU, 2004). A expressão de nNOS nos 

terminais do nervo ortossimpático, por exemplo, regula a liberação de 

catecolaminas no coração, melhorando as respostas desencadeadas pelo receptor 

β-adrenérgico, como inotropismo e cronotropismo (PRABHU, 2004). A eNOS 

expressa nas células do músculo cardíaco, inibe o tônus contrátil, o crescimento 

celular e agregação plaquetária, diminui o consumo de oxigênio e se opõe as 

ações inotrópicas de catecolaminas após a estimulação dos receptores 

muscarínicos e β-adrenérgicos (BALLIGAND; CANNON, 1997). Tanto a eNOS 

quanto a nNOS contribuem para uma normal sustentação do acoplamento 

excitação-contração, inicio e fim das fases do mecanismo de Frank-Starling do 

coração (PELAT; MASSION; BALLIGAND, 1988).  
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Figura 2. Ilustração representando a via de formação do NO através da eNOS. A ativação do 

receptor muscarínico no endotélio vascular promove abertura dos canais de cálcio. O Ca2+ livre se 
liga a proteína calmodulina dando origem ao complexo Ca2+-calmodulina responsável pela ativação 
da eNOS, que por sua vez cliva L-arginina em L-citrulina + NO. O NO se difunde das células 
endoteliais para as células do músculo liso ativando a GCs, uma enzima responsável pela formação 
de GMPc através da GTP.  A GMPc ativa a PKA, uma proteína responsável pela diminuição da 
concentração intracelular de Ca2+ e K+. 

Diferentemente do observado no músculo liso vascular, a AC influencia a 

contratilidade cardíaca aumentando a concentração intracelular de cálcio nos 

cardiomiócitos. Nessas células, a atividade da AC (ADT→AMPc) para ativação da 

PKA é semelhante à observada no músculo liso vascular. No entanto, nos 

cardiomiócitos, a PKA promove a fosforilação da fosfolambam e dos canais de 

cálcio dependentes de voltagem, levando ao aumento da concentração intracelular 

de cálcio, e da ativação da SERCA, intensificando a recaptação de Ca2+ do meio 

intracelular para dentro do retículo sarcoplasmático. Dessa forma, as fosforilações 

promovidas pela PKA atuam tanto para aumentar a velocidade de contração 

quanto a do relaxamento do músculo cardíaco (BERNE; LEVY, 1998). 

1.3 Oligopeptídeos Ricos em Prolina (PROs) 

Os oligopeptídeos ricos em prolina PROs, também conhecidos como 

peptídeos potencializadores de bradicinina (BPPs), constituem o veneno de 

diferentes peçonhas, tais como, serpentes e escorpiões (HAYASHI et al., 2003; 

IANZER et al., 2004; MURAYAMA et al., 1997; TASHIMA et al., 2012; VERANO-
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BRAGA et al., 2008). Os PROs, descritos até então, são constituídos de 5-17 

resíduos de aminoácidos, (IANZER et al., 2004; ZELANIS et al., 2010). como 

características estruturais, a maioria dos PROs apresentam alto teor de prolina, 

resíduo de ácido piroglutâmico na extremidade N-terminal e resíduo de prolina na 

extremidade C-terminal (IANZER et al., 2004) e geralmente possuem o tripeptídeo 

(isoleucina-prolina-prolina) na porção C-terminal (IANZER et al., 2004; ZELANIS et 

al., 2010). 

1.3.1 Contexto histórico e desenvolvimento do captopril 

Na década de 60, em experimentos realizados com BAL (2,3 

dimercaptopropanol) associados ao veneno bruto da serpente Bothrops Jararaca 

(Bj), foi observado que o veneno dessa serpente potencializou o efeito da Bk em 

íleo isolado de cobaia (FERREIRA; ROCHA E SILVA, 1963). Os BPPs, como foram 

chamados, também foram capazes de inibir a atividade catalítica da enzima 

conversora de angiotensina (ECA) in vitro (STEWART; FERREIRA; GREENE, 

1971). Baseados na estrutura primária dos peptídeos Bj-PRO-9a e Bj-PRO-5a, o 

captopril foi o primeiro anti-hipertensivo da classe dos inibidores da enzima 

conversora de angiotensina (iECA), desenvolvido e largamente utilizado para o 

tratamento da HA (ONDETTI; CUSHMAN, 1981). 

Na década de 90, WEI e colaboradores identificaram que a ECA possui 

dois sítios ativos denominados de domínio N- e C-terminal, com ações catalíticas 

distintas. O domínio C-terminal converte o peptídeo inativo, angiotensina I em ang 

II e também é responsável pela degradação da Bk. Enquanto o domínio N-terminal 

é responsável pela hidrólise do substrato Hip-His-Leu, envolvido na atividade 

hematopoiética e na degradação de peptídeos, como a angiotensina-(1-7) e 

também a Bk (ACHARYA et al., 2003; COATES, 2003; DEDDISH et al., 1998; WEI 

et al., 1991). 

Embora na década de 80, o Captopril tenha sido caracterizado como um 

agente eficiente na inibição da formação de ang II e potencialização da Bk 

(FERREIRA; BARTELT; GREENE, 1970; MURAYAMA et al., 1997; ONDETTI et 

al., 1971), hoje sabe-se que este fármaco causa efeitos colaterais indesejáveis, 

como a anemia e tosse, provavelmente devido a sua maior afinidade ao sítio 

catalítico da porção N-terminal da ECA (COATES, 2003; WEI et al., 1991). O 

acumulo de Bk nos pulmões promovido pela inibição da ECA, estimula as fibras 
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aferentes vagais e a produção de metabolitos de NO e do ácido araquidônico, que 

participam de mecanismos pró-inflamatórios, desencadeando assim o reflexo da 

tosse (MORICE; BROWN; HIGENBOTTAM, 1989). 

O interesse por estes peptídeos foi resgatado, a partir da identificação de 

novas sequências de PROs no veneno bruto da serpente Bothrops jararaca 

(IANZER et al., 2004) e nos cDNAs que codificam a proteína precursora do 

peptídeo natriurético tipo C na glândula de veneno e no cérebro dessa serpente 

(HAYASHI et al., 2003; MURAYAMA et al., 1997). 

Desde então, através de técnicas modernas de biologia molecular, 

cromatografia líquida e espectrometria de massa, diversos peptídeos foram 

isolados e identificados no veneno bruto de diferentes espécies de serpentes 

(HAYASHI et al., 2003; IANZER et al., 2004; MURAYAMA et al., 1997; TASHIMA et 

al., 2012) (Tabela 1).  

1.3.2 Efeitos cardiovasculares promovidos pelos PROs 

Nos últimos anos, estudos in vivo têm demonstrado que alguns PROs 

possuem ação cardiovascular semelhante. O Bj-PRO-5a, Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c 

desencadearam efeito hipotensor/anti-hipertensivo duradouro, em ratos 

normotensos e espontaneamente hipertensos . No entanto, o efeito desencadeado 

por estes peptídeos não está diretamente relacionado com a inibição da ECA 

(IANZER et al., 2007, 2011). Além disso, somente o peptídeo Bj-PRO10c na dose 

de 71nmol/Kg foi capaz de potencializar os efeitos da Bk (IANZER et al., 2007). 

1.3.3 Bj-PRO-5a 

O primeiro PRO isolado, sequenciado e quimicamente sintetizado foi o 

pentapeptídeo Bj-PRO-5a, inicialmente caracterizado como um potente inibidor da 

ECA e potencializador da Bk in vitro e in vivo (STEWART; FERREIRA; GREENE, 

1971). Hoje sabe-se que este peptídeo tem maior afinidade pelo sítio N-Terminal 

do que para o sítio C-terminal da ECA I, revelando assim, reduzida capacidade em 

inibir a formação de AngII e de degradar Bk (COATES, 2003; WEI et al., 1991). 

Recentemente, foi sugerido que os efeitos cardiovasculares desencadeados pelo 

peptídeo Bj-PRO-5a podem estar relacionados com o aumento da liberação de NO 

(IANZER et al., 2011; MORAIS et al., 2011). 
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1.3.4 Bj-PRO-7a 

Identificado no veneno da Bothrops jararaca (IANZER et al., 2004), o Bj-

PRO-7a, não é capaz de potencializar a Bk e também não inibe a atividade da ECA 

in vitro e in vivo (IANZER et al., 2007). Estudo preliminar demonstrou que o Bj-

PRO-7a é capaz de induzir um aumento da concentração intracelular de cálcio 

[Ca2+]I em células ovarianas de hamster chinês (CHO). Esse efeito foi abolido pelo 

antagonista de receptor muscarínico M1 (NEGRAES et al., 2011). Diante disso o 

autor sugere que ações anti-hipertensivas evocada pelo receptor muscarínico M1 

(LAZARTIGUES et al., 1999) podem estar relacionadas com a atividade agonista 

do Bj-PRO-7a sobre este receptor (NEGRAES et al., 2011). 

1.3.5 Bj-PRO-10c 

Também identificado no veneno da serpente Bothrops jararaca, o Bj-PRO-

10c promove efeitos anti-hipertensivo e bradicárdico através da ativação da 

argininosuccinato sintetase (AsS), culminando no aumento da síntese e liberação 

de NO (CAMARGO et al., 2012; FAKLER; KAFTAN; NELIN, 1995; GUERREIRO et 

al., 2009). Além disso, estudos de biodistribuição demonstraram que o Bj-PRO-10c 

é capaz de atravessar a barreira hemotoencefálica sugerindo uma possível ação 

central deste peptídeo (PASCHOAL et al., 2014; SILVA et al., 2008). 

1.3.6 Novos PROs 

Recentemente, vários peptídeos foram sequenciados e identificados no 

veneno das serpentes Bothrops cotiara e Bothrops fonsecai. Alguns deles, tais 

como, o Bc-PRO-10e e Bf-PRO-10f, apresentam alta similaridade com a estrutura 

primária do Bj-PRO-10c. Apesar disso, estudo preliminar mostrou diferenças 

significativas para potencializar os efeitos da Bk quando comparados ao Bj-PRO-

10c (TASHIMA et al., 2012) (Tabela 1). 
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Tabela 1. Peptídeos isolados do veneno da serpente Bothrops jararaca (Bj), Bothrops cotiara (Bc) 
e Bothrops fonsecai (Bf). 

Nome Sequência de aminoácidos MM (Da) 

Bj-PRO-5aa,c,d,e <EKWAP 611,7 

Bj-PRO-5be <EWPRP 665,8 

Bj-PRO-6aa,e <ESWPGP 653,7 

Bj-PRO-7a e <EDGPIPP 705,8 

Bc-PRO-7bf <ENWPSP[Q/K] 838,4 

Bf-PRO-7cf <ERWPSP[Q/K] 880,5 

Bc-PRO-8af <ENAHPSP[Q/K] 860,4 

Bj-PRO-9aa,b,e <EWPRPQIPP 1101,3 

Bj-PRO-10aa,b,c,e <ESWPGPNIPP 1075,2 

Bj-PRO-10bb,e <ENWPRPQIPP 1215,4 

Bj-PRO-10ca,b,c,d,e <ENWPHPQIPP 1196,3 

Bc-PRO-10df <ENWPHPPMPP 1183,7 

Bc-PRO-10ef <ENWPSP[Q/K]VPP 1131,5 

Bf-PRO-10df <ENWPHPPMPP 1182,7 

Bf-PRO-10ff <ERWPSP[Q/K]VPP 1173,6 

Bj-PRO-11ab,e <EWPRPTPQIPP 1299,5 

Bj-PRO-11bc,e <EGRAPGPPIPP 1069,2 

Bj-PRO-11cd <EGRAPHPPIPP 1149,3 

Bj-PRO-11da,e <EGRPPGPPIPP 1095,3 

Bj-PRO-11ed <EARPPHPPIPP 1189,4 

Bc-PRO-11ff <ENAHPSP[Q/K]VPP 1153,6 

Bj-PRO-11gf <EARPRHP[Q/K][I/L]PP 1278,7 

Bj-PRO-11hf <EGRHPP[I/L]PPAP 1148,7 

Bj-PRO-11if <ENGPRP[I/L]G[I/L]PP 1127,7 

Bj-PRO-11jf <ENRHPP[I/L]PPAP 1205,6 

Bj-PRO-12aa,e <EGWAWPRPQIPP 1415,6 

Bj-PRO-12bd <EWGRPPGPPIPP 1281,5 

Bj-PRO-12ce <EWAQWPRPQIPP 1485,8 

Bf-PRO-12df <ENWPHPPMPPAP 1350,7 

Bc-PRO-12ef <EARPRPGP[Q/K][I/L]PP 1295,5 

Bj-PRO-12ef <EARPRPGP[Q/K][I/L]PP 1295,6 

Bj-PRO-13ad,e <EGGWPRPGPEIPP 1370,5 

Bj-PRO-13ba,b,c,d,e <EGGLPRPGPEIPP 1297,5 

Bj-PRO-13df <EGRAPHPP[I/L]PPAP 1316,7 

Bj-PRO-13cf <EGRPPHPP[I/L]PPAP 1342,6 

Bj-PRO-14ae <EWAQWPRPPTPQIPP 1683,5 

Referências: (a)Ferreira et al. (1970),(b) Ondetti et al. (1971), (c) Murayama et al. (1977), (d) Hayashi et al. 
(2003), (e) Ianzer et al. (2004), (f) Tashima et al. (2012), (g) Zelanis et al. (2010). 

Durante várias décadas, acreditou-se na clássica hipótese de que os 

possíveis efeitos na PA induzidos pelos PROs estavam diretamente relacionados 

com a inibição da ECA e com a potencialização da Bk (CUSHMAN et al., 1973), no 

entanto, estudos recentes demonstram que os efeitos sobre os parâmetros 

cardiovasculares induzidos por alguns PROs não estão diretamente relacionados 
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com inibição da ECA e com a potencialização da Bk (GUERREIRO et al., 2009; 

MORAIS et al., 2013). Os peptídeos utilizados neste estudo capazes de 

potencializar a BK e/ou inibir a atividade da ECA in vitro e/ou in vivo, estão 

apresentados na tabela 2. Além disso, outros estudos sugerem que os PROs 

possam atuar por diferentes vias de sinalização (GUERREIRO et al., 2009; 

IANZER et al., 2007, 2011; MORAIS et al., 2011; NEGRAES et al., 2011), contudo, 

ainda não foi demonstrado os possíveis efeitos diretos destes peptídeos em aorta e 

coração isolados de ratos e o possível envolvimento das vias GCs/GMPc/PKG e 

AC/AMPc/PKA. 

Tabela 2. Peptídeos potencializadores da Bk e/ou inibidores da atividade da ECA. 

Nome 
Sequência de 

aminoácidos 

Inibição da ECA 
Potencialização da 

bradicinina 

In vitro In vivo In vitro In vivo 

Bj-PRO-5aa,c,d,e <EKWAP x -  - 

Bj-PRO-7a e <EDGPIPP - - ND - 

Bj-PRO-10ca,b,c,d,e <ENWPHPQIPP x -   

Bc-PRO-10ef <ENWPSPKVPP x ND   

Bf-PRO-10df <ENWPHPPMPP x ND - - 

Bf-PRO-10ff <ERWPSPKVPP x ND   

Referências: (a) Ferreira et al. (1970),(b) Ondetti et al. (1971), (c) Murayama et al. (1977), (d) Hayashi et 
al. (2003), (e) Ianzer et al. (2004), (f) Tashima et al. (2012), (g) Zelanis et al. (2010). (x) inibe a atividade 

da ECA, (-) Não inibe a ECA e/ou potencializa a Bk, () potencializa a Bk (ND) não determinado. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar os efeitos de peptídeos isolados de venenos de diferentes 

serpentes em corações e vasos isolados de ratos hipertensos e normotensos. 

2.2 Objetivos Específicos 

 Avaliar os efeitos dos peptídeos isolados dos venenos das serpentes 

Bothrops jararaca (Bj-PRO-5a, Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c), Bothrops cotiara 

(Bc-PRO-10e) e Bothrops fonsecai (Bf-PRO-10d e Bf-PRO-10f) na 

reatividade vascular em anéis de aorta isolados de aorta torácica de ratos 

normotensos e hipertensos. 

 Avaliar os efeitos dos peptídeos isolados dos venenos das serpentes 

Bothrops jararaca (Bj-PRO-5a, Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c), Bothrops cotiara 

(Bc-PRO-10e) e Bothrops fonsecai (Bf-PRO-10d e Bf-PRO-10f) na 

vasomotricidade coronariana em corações isolados de ratos normotensos e 

hipertensos. 

 Avaliar os efeitos dos peptídeos isolados dos venenos das serpentes 

Bothrops jararaca (Bj-PRO-5a, Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c), Bothrops cotiara 

(Bc-PRO-10e) e Bothrops fonsecai (Bf-PRO-10d e Bf-PRO-10f) na 

contratilidade cardíaca em corações isolados de ratos normotensos e 

hipertensos. 

 Avaliar os possíveis mecanismos de ação dos peptídeos Bj-PRO-7a e Bj-

PRO-10c na reatividade aórtica e coronariana e na contratilidade cardíaca 

de ratos normotensos e hipertensos. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Animais 

Foram utilizados ratos adultos normotensos (Wistar) e hipertensos (SHR), 

pesando entre 280-300 gramas, provenientes do Biotério Central do Instituto de 

Ciências Biológicas da Universidade Federal de Goiás. Os animais foram divididos 

em grupos conforme descrito na tabela 3. 

Os animais foram alocados no biotério central de animais para ensino e 

pesquisa do Instituto de Ciências Biológicas (ICB2), em temperatura e intensidade 

de luz controladas (12 horas claro / escuro), com livre acesso à água e a comida. 

Todos os protocolos utilizados foram submetidos à aprovação na Comissão de 

Ética no Uso de Animais da Pró-Reitoria de Pesquisa e Pós-Graduação da 

Universidade Federal de Goiás (CEUA/UFG), sob n0040/14. 

3.2 Peptídeos 

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizados os seguintes 

peptídeos, Bj-PRO-5a, Bj-PRO-7a, Bj-PRO-10c, Bf-PRO-10d, Bf-PRO-10f e Bc-

PRO-10e. Estes peptídeos foram cedidos pela Dra. Danielle Alves Ianzer, 

sintetizados no laboratório de síntese de peptídeos do LETA-Instituto Butantan. 
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Tabela 3. Grupos experimentais. 

Grupo Protocolo Peptídeo 
Concentração 

(mol/L) 
Linhagem 

Inibidor / 
antagonista 

Concentração 
Inibidor/antag... 

(mol/L) 
n 

G1 
Reatividade 

vascular 
Bj-PRO-5a 10-9 – 10-5 Wistar e 

SHR 
- - 10 

G2 
Reatividade 

vascular 
Bj-PRO-7a 10-9 – 10-5 

Wistar e 
SHR 

- - 11 

G3 
Reatividade 

vascular 
Bj-PRO-7a 10-9 – 10-5 

Wistar e 
SHR 

Pirenzepina 3μmol/L 10 

G4 
Reatividade 

vascular 
Bj-PRO-7a 10-9 – 10-5 

Wistar e 
SHR 

Atropina 3μmol/L 10 

G5 
Reatividade 

vascular 
Bj-PRO-7a 10-9 – 10-5 

Wistar e 
SHR 

L-NAME 1μmol/L 12 

G6 
Reatividade 

vascular 
Bj-PRO-7a 10-9 – 10-5 

Wistar e 
SHR 

ODQ 3μmol/L 12 

G7 
Reatividade 

vascular 
Bj-PRO-7a 10-9 – 10-5 

Wistar e 
SHR 

MDL 3μmol/L 11 

G8 
Reatividade 

vascular 
Bj-PRO-10c 10-9 – 10-5 

Wistar e 
SHR 

- - 10 

G9 
Reatividade 

vascular 
Bj-PRO-10c 10-9 – 10-5 

Wistar e 
SHR 

L-NAME 1μmol/L 11 

G10 
Reatividade 

vascular 
Bj-PRO-10c 10-9 – 10-5 

Wistar e 
SHR 

ODQ 3μmol/L 10 

G11 
Reatividade 

vascular 
Bj-PRO-10c 10-9 – 10-5 

Wistar e 
SHR 

MDL 3μmol/L 10 

G12 
Reatividade 

vascular 
Bj-PRO-10c 10-9 – 10-5 

Wistar e 
SHR 

MDLA 1μmol/L 10 

G13 
Reatividade 

vascular 
Bc-PRO-10e 10-9 – 10-5 

Wistar e 
SHR 

- - 10 

G14 
Reatividade 

vascular 
Bf-PRO-10d 10-9 – 10-5 

Wistar e 
SHR 

- - 10 

G15 
Reatividade 

vascular 
Bf-PRO-10f 10-9 – 10-5 

Wistar e 
SHR 

- - 10 

G16 
Coração 
isolado 

Bj-PRO-5a 
5nmol/L 
50pmol/L 

Wistar e 
SHR 

- - 20 

G17 
Coração 
isolado 

Bj-PRO-7a 
5nmol/L 
50pmol/L 

Wistar e 
SHR 

- - 24 

G18 
Coração 
isolado 

Bj-PRO-7a 5nmol/L 
Wistar e 

SHR 
L-NAME 10nmol/L 10 

G19 
Coração 
isolado 

Bj-PRO-7a 5nmol/L 
Wistar e 

SHR 
ODQ 200nmol/L 10 

G20 
Coração 
isolado 

Bj-PRO-7a 5nmol/L 
Wistar e 

SHR 
MDL 1μmol/L 11 

G21 
Coração 
isolado 

Bj-PRO-10c 
5nmol/L 
50pmol/L 

Wistar e 
SHR 

- - 25 

G22 
Coração 
isolado 

Bj-PRO-10c 50pmol/L 
Wistar e 

SHR 
L-NAME 10nmol/L 10 

G23 
Coração 
isolado 

Bj-PRO-10c 50pmol/L 
Wistar e 

SHR 
ODQ 200nmol/L 10 

G24 
Coração 
isolado 

Bj-PRO-10c 50pmol/L 
Wistar e 

SHR 
MDL 1μmol/L 10 

G25 
Coração 
isolado 

Bc-PRO-10e 
5nmol/L 
50pmol/L 

Wistar e 
SHR 

- - 20 

G26 
Coração 
isolado 

Bf-PRO-10d 
5nmol/L 
50pmol/L 

Wistar e 
SHR 

- - 19 

G27 
Coração 
isolado 

Bf-PRO-10f 
5nmol/L 
50pmol/L 

Wistar e 
SHR 

- - 21 
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3.3 Reatividade Vascular 

3.3.1 Preparo dos anéis de aorta isolados 

A avaliação da reatividade vascular foi realizada utilizando-se a técnica de 

Banho de órgãos isolados (Figura 3).  

 
Figura 3. Ilustração esquemática de uma preparação de anel de aorta de ratos em 

banho de órgãos isolados. Os anéis são mantidos em solução de Krebs-Henseleit 
carbogenada (95% O2,5% CO2) e aquecida a ± 37 0C, com uma tensão de 1,5g 
(Adaptado de OGUZHAN YILDIZ, 2013). 

Para a obtenção dos vasos, os animais foram eutanasiados por 

decapitação 10 minutos após serem heparinizados (400 UI de heparina). Uma vez 

exposta a cavidade torácica a aorta torácica foi retirada e dividida em anéis de 4 

mm. Os anéis de aorta torácica descendente, livre de tecido adiposo e conectivo, 

foram montados em hastes metálicas e submersas em solução Krebs-Henseleit 

oxigenada (95% O2 + 5% CO2) e mantida a uma temperatura de 37 0C. 

Os anéis de aorta foram mantidos sob uma tensão de 1,5 g por um período 

de 1 hora para a estabilização da preparação. A atividade mecânica foi registrada 

isometricamente utilizando um sistema de aquisição de dados (Dataq Instruments, 
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EUA). A composição da solução nutridora utilizada para o banho do anel de aorta 

isolada (Solução Krebs-Henseleit) está detalhada na Tabela 4. 

 
Tabela 4. Solução de Krebs-Henseleit. 

Composto Concentração em mM 

NaCl 118,06 

KCl 4,6 

MgSO4 .7H2O 2,4 

CaCl2 .2H2O 3,3 

C6H12O6 11,1 

NaHCO3 24,9 

KH2PO4 0,9 

A integridade do endotélio foi avaliada através do efeito vasorelaxamente 

da Ach (10 µM) em anéis de aorta pré-contraídos com Fenilefrina (Phe 0,1 µM). Os 

anéis foram considerados viáveis para realização dos experimentos quando 

alcançado no mínimo 40% de contração e acima de 80% de relaxamento.  

Para avaliar os efeitos dos PROs na musculatura lisa vascular dos anéis de 

aorta, o endotélio foi removido através do atrito mecânico da superfície interna do 

vaso com uma haste metálica. 

3.3.2 Protocolo experimental  

Para avaliar o possível efeito vasorelaxante dos PROs, após o período de 

estabilização, os anéis de aorta com (E+) e sem endotélio (E-), foram pré-

contraídos com Phe (0,1 µM), seguido de concentrações cumulativas dos PROs 

(0,1 nM - 1 µM). 

Para avaliar o envolvimento do NO nos efeitos dos PROs, os anéis de 

aorta foram incubados por um período de 10 ou 30 minutos com um antagonista do 

receptor muscarínico M1 (Pirenzepina, 3 µmol/L), antagonista não específico dos 

receptores muscarínicos (Atropina 1 µmol/L), inibidor da óxido nítrico sintase (L-

NAME 1µmol/L), inibidor da guanilato ciclase (ODQ, 3 µmol/L), inibidor da adenilato 

ciclase (MDL 12,330A, 3 µmol/L) ou inibidor da argininosuccinato sinthetase  

(MDLA, 1 µmol/L). Após o período de incubação, foi adicionado concentrações 

cumulativas dos PROs (0,1 nM - 1 µM). 
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3.4 Preparações dos corações isolados 

Para avaliação dos efeitos dos peptídeos na função ventricular e 

coronariana ex vivo, foi utilizada a técnica de Langendorff com fluxo constante. O 

fluxo estabelecido foi de 10 ± 2 ml/min, mantidos a uma temperatura de 37 ± 1 0C. 

Os animais foram eutanasiados por decaptação 10 minutos após serem 

heparinizados (400 UI). A cavidade torácica foi aberta e o coração retirado e 

colocado em um béquer, contendo solução nutridora em temperatura aproximada 

de 4 0C. Esse resfriamento foi necessário para diminuir o metabolismo do 

miocárdio, antes destes serem conectados ao sistema de perfusão.  

Após os corações terem sido colocados sobre uma placa de Petri, foram 

removidos os tecidos pulmonar e vascular, esôfago e traquéia que acompanhavam 

o coração, a artéria aorta ascendente foi seccionada na altura de sua primeira 

ramificação e fixada a uma agulha de aço inoxidável conectada ao sistema de 

perfusão contendo a solução nutridora de Krebs Ringer (mmol/L) (Tabela 5). 

Tabela 5. Solução de Krebs-Ringer. 

Composto Concentração em mM 

NaCl 118,4 

KCl 4,7 

MgSO4. 7H2O 1,2 

CaCl2 .2H2O 1,25 

C6H12O6 11,7 

NaHCO3 26,5 

KH2PO4 1,2 

Foram utilizados dois transdutores de registro, o primeiro conectado a um 

pequeno balão que foi inserido na câmara ventricular esquerda e o segundo 

transdutor foi acoplado ao sistema por uma abertura acima do coração. Os dados 

foram analisados utilizando um sistema de aquisição de dados DATAQ Instruments 

(Figura 4). 
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Figura 4. ilustração do sistema de Langendorff a fluxo constante. Os corações são perfundidos por 

solução Krebs-Ringer (95% O2,5% CO2) e aquecida a ± 37 0C. 

3.4.2 Protocolo experimental  

Para verificar os efeitos do PROs sobre a vasomotricidade coronariana e 

contratilidade cardíaca, foram avaliados os parâmetros de Pressão de Perfusão 

(PP), Pressão Intraventricular Sistólica (PIS), Pressão Desenvolvida no Ventrículo 

Esquerdo (PDVE), dP/dt máxima e mínima. Os corações isolados de ratos foram 

perfundidos com solução nutridora contendo os PROs (5 nmol/L ou 50 pmol/L) 

durante 15 minutos, após um período de estabilização (30-40 minutos). 

Para avaliar os possíveis mecanismos de ação, alguns corações foram 

perfundidos com solução nutridora contendo os seguintes inibidores, L-NAME (10 

nmol/L), ODQ (200 nmol/L) ou MDL 12,330a (1 µmol/L) durante o período de 

estabilização. Posteriormente, foram adicionados os peptídeos Bj-PRO-7a (5 

nmol/L) ou Bj-PRO-10c (50 pmol/L). 

3.5 Análise Estatística  

Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 

Para análise dos resultados, foi utilizado o teste Two-Way ANOVA, seguido do pós-

teste Sidak. Todas as análises estatísticas foram consideradas significantes 

quando p<0,05.  
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4 Resultados 

4.1 Efeitos cardiovasculares induzidos pelo Bj-PRO-5a 

O Bj-PRO-5a promoveu vasorelaxamento dependente do endotélio em 

anéis de aorta isolados de ratos normotensos e hipertensos. A amplitude do efeito 

vasorelaxante induzido pelo Bj-PRO-5a, não diferiu significativamente entre os 

anéis de aorta isolados de ratos Wistar (17,2 ± 1,1 %) comparados aos anéis de 

aorta de SHR (18,2 ± 0,4%) (Figura 5). 
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Figura 5. Efeito do Bj-PRO-5a em anéis de aorta isolados com (E+) e sem endotélio (E) de 

ratos Wistar e SHR. . Os valores estão expressos como média ± EPM. Two-Way ANOVA 
seguido pelo pós teste Sidak foi utilizado.*p<0,05 vs Wistar (E+), # p<0,05 vs SHR (E+). 

No leito coronariano, o Bj-PRO-5a não promoveu nenhuma alteração 

significativa nas concentrações utilizadas (Figura6). 
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Figura 6. Efeito do Bj-PRO-5a sob o leito coronariano de ratos Wistar e SHR. Os valores estão expressos 

como média ± EPM. Two-Way ANOVA seguido pelo pós teste Sidak foi utilizado. 
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Nos parâmetros de contratilidade cardíaca, o Bj-PRO-5a na concentração 

de 50 pmol/L, promoveu uma redução significativa da Pressão Intraventricular 

Sistólica (PIS), Pressão Desenvolvida no Ventrículo Esquerdo (PDVE), dP/dt 

máxima e mínima em corações isolados de ratos Wistar. Além disso, esse efeito foi 

significativamente diferente dos observados em corações isolados de SHR (Figura 

7 A-D). 
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Figura 7. Efeitos do Bj-PRO-5a na (A) Pressão Intraventricular Sistólica, (B) Pressão Desenvolvida no Ventrículo 

Esquerdo, (C) dP/dt máxima, (D) dP/dt mínima. Os valores estão expressos como média ± EPM. Two-Way 
ANOVA seguido pelo pós teste Sidak foi utilizado. +p<0,05 vs basal, * p<0,05 vs SHR mesma concentração. 

4.2 Efeitos cardiovasculares induzidos pelo Bj-PRO-7a 

Em anéis de aorta isolados de ratos normotensos e hipertensos, o Bj-PRO-

7a promoveu vasorelaxamento dependente do endotélio. Foi possível observar 

também, um vasorelaxamento mais significativo em anéis de aorta isolados de 

ratos Wistar (22,2 ± 1,3%) quando comparados aos SHRs (15,6 ± 1,4%) (Figura 8). 
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Figura 8. Efeito do Bj-PRO-7a em anéis de aorta isolados com (E+) e sem endotélio (E-) de 

ratos Wistar e SHR. Os valores estão expressos como média ± EPM. Two-Way ANOVA 
seguido pelo pós teste Sidak foi utilizado. +p<0,05 Wistar (E+) vs SHR (E+), * p<0,05 vs 
Wistar (E+), #p<0,05 vs SHR (E+). 

Além disso, somente na concentração de 5nmol/L, o Bj-PRO-7a induziu 

uma significativa vasodilatação coronariana em corações isolados de ratos Wistar e 

SHR (figura 9). 
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Figura 9. Efeito do Bj-PRO-7a no leito coronariano de ratos Wistar e SHR. Os valores estão expressos como 
média ± EPM. Two-Way ANOVA seguido pelo pós teste Sidak foi utilizado. + p<0,05 vs Basal do SHR nos 
tempos 4,6,8,10  e Wistar nos tempos 4 e 6. 

Nos parâmetros de contratilidade cardíaca, o Bj-PRO-7a tanto na 

concentração de 5 nmol/L quanto na de 50 pmol/L promoveu uma redução 

significativa na PIS e PDVE em corações isolados de ratos Wistar. Além disso, na 

concentração de 50 pmol/L, foi observado uma redução significativa na dP/dt 
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máxima e mínima em corações isolados de ratos Wistar. Os resultados observados 

na PIS, PDVE e dP/dt mínima em corações isolados de Wistar foram 

significativamente diferentes quando comparados aos de SHR na concentração de 

50 pmol/L (Figura10 A-D). 
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Figura 10. Efeitos do Bj-PRO-7a na (A) Pressão Intraventricular Sistólica, (B) Pressão Desenvolvida no 

Ventrículo Esquerdo, (C) dP/dt máxima, (D) dP/dt mínima.Os valores estão expressos como média ± EPM. 
Two-Way ANOVA seguido pelo pós teste Sidak foi utilizado. +p<0,05 vs basal, * p<0,05 vs SHR na mesma 
concentração. 

4.3 Efeitos cardiovasculares induzidos pelo Bj-PRO-10c 

O efeito vasorelaxante promovido pelo Bj-PRO-10c foi observado somente 

em anéis de aorta isolados com endotélio de ratos normotensos e hipertensos. 

Observou-se também, uma diferença mais significativa no vasorelaxamento 

induzido por este peptídeo em anéis de aorta isolados de ratos Wistar (26,5 ± 2,8 

%) comparados aos de SHRs (14,4 ± 2,0 %) (Figura 11). 

 



56 

-10 -9 -8 -7 -6

-10

0

10

20

30

40

Wistar (E+), n=5

SHR (E+), n=5

Wistar (E-), n=5

SHR (E-), n=5

+

*
#

Log [Bj-PRO-10C] (mol/L)

R
e
la

x
a
m

e
n

to
 (

%
)

 
Figura 11. Efeito do Bj-PRO-10c em anéis de aorta isolados com (E+) e sem endotélio (E-) 

de ratos Wistar e SHRs. Os valores estão expressos como média ± EPM. Two-Way ANOVA 
seguido pelo pós teste Sidak foi utilizado.+p<0,05 Wistar (E+) vs SHR (E+), *p<0,05 vs 

Wistar (E+), #p<0,05 vs SHR (E+). 

Na concentração de 50 pmol/L, o Bj-PRO-10c promoveu uma significante 

vasodilatação coronariana em corações isolados de ratos Wistar e SHRs, no 

entanto não foi observado alterações significativas na concentração 5 nmol/L 

(Figura 12). 

-2 0 2 4 6 8 1 0 1 2 1 4 1 6

-6 0

-4 0

-2 0

0

2 0

4 0

6 0

8 0

S H R B j-P R O -1 0 c  5 0 p m o l/L , n = 5

W is ta r B j-P R O -1 0 c  5 0 p m o l/L , n = 6

B j -P R O -1 0 c

W is ta r B j-P R O -1 0 c  5 n m o l/L ,  n = 6

S H R B j-P R O -1 0 c  5 n m o l/L ,  n = 8

T e m p o  (m in )

V
a

r
ia

ç
ã

o
 d

a

P
r
e

s
s

ã
o

 d
e

 P
e

r
fu

s
ã

o
 (

%
)

+

+ +

Figura 12. Efeito do Bj-PRO-10c em coronárias de ratos Wistar e SHR. Os valores estão expressos 
como média ± EPM. Two-Way ANOVA seguido pelo pós teste Sidak foi utilizado. +p<0,05 vs basal. 

Nos parâmetros de contratilidade cardíaca, este peptídeo promoveu uma 

significativa redução na PIS, PDVE, dPdt máxima e mínima em corações isolados 

de ratos Wistar e SHR, em todas as concentrações utilizadas (5 nmol/L e 50 

pmol/L) (Figura 13 A-D). 
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Figura 13. Efeitos do Bj-PRO-10c na (A) Pressão Intraventricular Sistólica, (B) Pressão Desenvolvida no 

Ventrículo Esquerdo, (C) dP/dt máxima, (D) dP/dt mínima. Os valores estão expressos como média ± EPM. 
Two-Way ANOVA seguido pelo pós teste Sidak foi utilizado.+p<0,05 vs basal. 

4.4 Efeitos cardiovasculares induzidos pelo Bc-PRO-10e 

O peptídeo Bc-PRO-10e promoveu vasorelaxamento dependente do 

endotélio em anéis de aorta isolados de ratos normotensos e hipertensos. Esse 

efeito foi mais evidente em anéis de aorta isolados de ratos Wistar (8,1 ± 0,5%) do 

que em anéis de SHRs (4,5 ± 0,6 %) (Figura 14). 
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Figura 14. Efeito do Bc-PRO-10e em anéis de aorta isolados com (E+) e sem endotélio (E-) 

de  ratos Wistar e SHRs. Os valores estão expressos como média ± EPM. Two-Way 
ANOVA seguido pelo pós teste Sidak foi utilizado.+ p< 0,05 Wistar (E+) vs SHR (E+), 
*p<0,05 vs Wistar (E+), #p<0,05 vs SHR (E+). 

No entanto, o Bc-PRO-10e não induziu nenhuma alteração significativa no 

leito coronariano de ratos Wistar e SHRs em nenhuma das concentrações 

utilizadas (Figura 15). 
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Figura 15. Efeito do Bc-PRO-10e em coronárias de  ratos Wistar e SHR. Os valores estão expressos 

como média ± EPM. Two-Way ANOVA seguido pelo pós teste Sidak foi utilizado. 

Semelhante ao resultado observado no leito coronariano, este peptídeo 

não promoveu nenhuma alteração significativa nos parâmetros de contratilidade 

cardíaca em nenhuma das concentrações utilizadas (Figura 16 A-D).  
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Figura 16. Efeitos do Bc-PRO-10e na (A) Pressão Intraventricular Sistólica, (B) Pressão Desenvolvida no 

Ventrículo Esquerdo, (C) dP/dt máxima, (D) dP/dt mínima. Os valores estão expressos como média ± EPM. 
Two-Way ANOVA seguido pelo pós teste Sidak foi utilizado. 

4.5 Efeitos cardiovasculares induzidos pelo Bf-PRO-10d 

O efeito vasorelaxante promovido Bf-PRO-10d, foi evidenciado somente 

em anéis de aorta isolados com endotélio de ratos normotensos e hipertensos. Não 

houve diferença significativa no efeito vasorelaxante induzido por este peptídeo em 

anéis de aorta isolados de ratos Wistar (11,8 ± 2,5 %) comparados aos de SHRs 

(13,9 ± 1,5 %) (Figura 17). 
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Figura 17. Efeito do Bf-PRO-10d em anéis de aorta isolados com (E+) e sem endotélio 

(E-) de ratos Wistar e SHR. Os valores estão expressos como média ± EPM. Two-Way 
ANOVA seguido pelo pós teste Sidak foi utilizado. *p<0,05 vs Wistar (E+), #p<0,05 vs SHR 

(E+). 

Este peptídeo, não promoveu nenhuma alteração significativa, no 

parâmetro pressão de perfusão coronariana em corações isolados de ratos Wistar 

e SHR (Figura 18). 
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Figura 18. Efeito do Bf-PRO-10d em coronárias de ratos Wistar e SHR. Os valores estão 

expressos como média ± EPM. Two-Way ANOVA seguido pelo pós teste Sidak foi utilizado.  

Nos parâmetros de contratilidade cardíaca, o Bf-PRO-10d não promoveu 

nenhuma alteração significativa (Figura 19 A-D). 
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Figura 19. Efeitos do Bf-PRO-10d na (A) Pressão Intraventricular Sistólica, (B) Pressão Desenvolvida no 

Ventrículo Esquerdo, (C) dP/dt máxima, (D) dP/dt mínima. Os valores estão expressos como média ± EPM. 
Two-Way ANOVA seguido pelo pós teste Sidak foi utilizado. 

4.6 Efeitos cardiovasculares induzidos pelo Bf-PRO-10f 

O Bf-PRO-10f promoveu vasorelaxamento dependente do endotélio, em 

anéis de aorta isolados de ratos normotensos e hipertensos. Não houve diferença 

significativa no efeito vasorelaxante induzido pelo Bf-PRO-10f em anéis de aorta 

isolados de ratos Wistar (15,6 ± 1,4%) comparados aos de SHRs (15,0 ± 1,5%) 

(Figura 20).  
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Figura 20. Efeitos do  Bf-PRO-10f em anéis de aorta isolados com (E+) e sem endotélio 

(E-) de ratos Wistar e SHR. Os valores estão expressos como média ± EPM. Two-Way 
ANOVA seguido pelo pós teste Sidak foi utilizado. *p<0,05 vs Wistar (E+), #p<0,05 vs 

SHR (E+). 

Não foi observada nenhuma alteração significativa no parâmetro pressão 

de perfusão coronariana, em nenhuma das concentrações utilizadas em corações 

isolados de ratos Wistar e SHRs (Figura 21). 
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Figura 21. Efeitos do Bf-PRO-10f em coronárias de ratos Wistar e SHRs. Os valores estão 

expressos como média ± EPM. Two-Way ANOVA seguido pelo pós teste Sidak foi utilizado. 

No entanto, o Bf-PRO-10f induziu uma redução significativa em todos os 

parâmetros de contratilidade em corações isolados de ratos Wistar e SHRs na 

concentração de 50 pmol/L (Figura 22 A-D). 
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Figura 22. Efeitos do Bf-PRO-10f na (A) Pressão Intraventricular Sistólica, (B) Pressão Desenvolvida no 

Ventrículo Esquerdo, (C) dP/dt máxima, (D) dP/dt mínima. Os valores estão expressos como média ± EPM. 
Two-Way ANOVA seguido pelo pós teste Sidak foi utilizado. +p<0,05 vs basal. 

4.7 Seleção dos PROs para investigação dos mecanismos de ação 

Após análise dos efeitos induzidos por cada peptídeo sobre os anéis de 

aorta e corações isolados de ratos Wistar e SHRs, pôde-se constatar que os 

peptídeos que promoveram melhores efeitos vasculares foram o Bj-PRO-7a e Bj-

PRO-10c Tabela 6. O mesmo foi observado quando foi analisada a pressão de 

perfusão e a função contrátil dos corações isolados, na qual o Bj-PRO-7a induziu 

maior efeito na concentração (5 nmol/L) e Bj-PRO-10c (50 pmol/L) Tabela 7. A 

partir desta análise, foi utilizada a concentração que induziu maior efeito para 

investigar os possíveis mecanismos de ação em anéis de aorta e corações 

isolados.  
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Tabela 6. Efeito vasorelaxante em aorta isolada promovido pelos PROs. 

Vasorelaxamento 

Peptídeos Wistar (E+) Wistar (E-) SHR (E+) SHR (E-) 

Bj-PRO-5a  -  - 

Bj-PRO-7a  -  - 

Bj-PRO-10c  -  - 

Bc-PRO-10e  -  - 

Bf-PRO-10d  -  - 

Bf-PRO-10f  -  - 

() Vasorelaxamento, () Vasorelaxamento mais significativo em relação aos SHRs, (-) ausência de 
vasorelaxamento. 

Tabela 7. Efeito em corações isolados promovido pelos PROs. 

Parâmetros Cardiovasculares 

Peptídeo PP PIS PDVE dP/dt Máx dP/dt Mín 

Wistar SHR Wistar SHR Wistar SHR Wistar SHR Wistar SHR 

Bj-PRO-5a - -  -  -  -  - 

Bj-PRO-7a    -  -  -  - 

Bj-PRO-10c           

Bc-PRO-10e - - - - - - - - - - 

Bf-PRO-10d - - - - - - - - - - 

Bf-PRO-10f - -         

( ) Redução do parâmetro cardíaco, ( ) redução mais significativa do parâmetro cardíaco em relação aos 
SHRs,(-) ausência de efeito no parâmetro cardíaco  

 

4.8 Avaliação dos Mecanismos de ação do Bj-PRO-7a 

O efeito vasorelaxante em anéis de aorta isolado de ratos Wistar e SHRs 

induzido pelo peptídeo Bj-PRO-7a foi bloqueado pela atropina (3 μmol/L), um  

antagonista não específico de receptores muscarínicos, e significativamente 

reduzido por um antagonista específico do receptor muscarínico M1, pirenzepina (3 

μmol/L) (Figura 23 A-B). 
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Figura 23. Efeito do Bj-PRO-7a na presença de pirenzepina ou atropina em anéis de aorta isolados de 

ratos (A) Wistar e (B) SHR. Os valores estão expressos como média ± EPM. Two-Way ANOVA seguido 
pelo pós teste Sidak foi utilizado. *p<0,05 vs controle 

Além disso, na presença do inibidor da óxido nítrico sintase (L-NAME), 

inibidor da guanilato ciclase (ODQ) ou inibidor da adenilato ciclase (MDL 12,330a), 

o efeito vasorelaxante do Bj-PRO-7a em anéis de aorta isolados de ratos Wistar e 

SHRs foi completamente inibido (Figura 24 A-B). 
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Figura 24. Efeito do Bj-PRO-7a na presença de L-NAME, ODQ ou MDL 12,330a em anéis de aorta de ratos 

(A) Wistar e (B) SHR. Os valores estão expressos como média ± EPM. Two-Way ANOVA seguido pelo pós 
teste Sidak foi utilizado.*p<0,05 vs controle  

No leito coronariano, o efeito vasodilatador induzido pelo Bj-PRO-7a em 

corações isolados de ratos Wistar foi inibido na presença de L-NAME e atenuado 

pelo MDL 12,330a. Interessantemente em corações de ratos SHR, este efeito foi 

bloqueado pelo L-NAME, ODQ ou MDL 12,330a (Figura 25 A-B). 
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Figura 25. Efeito do Bj-PRO-7a na presença de L-NAME, ODQ ou MDL 12,330a em coronárias de ratos (A) 

Wistar e (B) SHR. Os valores estão expressos como média ± EPM. Two-Way ANOVA seguido pelo pós 
teste Sidak foi utilizado.*p<0,05 vs controle; +p<0,05 vs basal 

Ao investigar os mecanismos de ação envolvidos no inotropismo negativo 

desencadeado pelo Bj-PRO-7a, apenas o L-NAME foi capaz de inibir este efeito em 

corações isolado de ratos Wistar. No entanto o inibidor da guanilato ciclase e 

adenilato ciclase potencializou o efeito do Bj-PRO-7a nos corações destes ratos 

(Figura 26 A, C, E e G). Nenhum dos inibidores utilizados foi capaz de inibir o efeito 

deste peptídeo em corações isolados de SHRs, todavia, o inibidor da adenilato 

cliclase potencializou o efeito do Bj-PRO-7a em corações isolados de SHRs (Figura 

26 B, D, F e H). 
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Figura 26. Efeito do Bj-PRO-7a na presença de L-NAME, ODQ ou MDL 12,330a na Pressão Intraventricular 

Sistólica em corações isolados de ratos (A) Wistar e (B) SHRs, Pressão Desenvolvida no Ventrículo Esquerdo 
em corações isolados de ratos (C) Wistar (D) SHRs, dP/dt Máxima em corações isolados de ratos (E) Wistar 
(F) SHRs, dP/dt mínima em corações isolados de ratos (G) Wistar e (H) SHRs. Os valores estão expressos 
como média ± EPM. Two-Way ANOVA seguido pelo pós teste Sidak foi utilizado.*p<0,05 vs controle, + p<0,05 
vs basal. 
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4.9 Mecanismo de ação do Bj-PRO-10c 

Em anéis de aorta isolados de ratos Wistar e SHR, o efeito vasorelaxante 

do Bj-PRO-10c foi inibido na presença de L-NAME, ODQ ou MDL 12,330a. Já na 

presença do MDLA o efeito vasorelaxante deste peptídeo foi inibido somente em 

anéis de aorta de ratos SHRs (Figura 27). 
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Figura 27. Efeito do Bj-PRO-10c na presença de L-NAME, ODQ, MDL 12,330a ou MDLA em anéis de aorta 

de ratos (A) Wistar e (B) SHRs. Os valores estão expressos como média ± EPM. Two-Way ANOVA seguido 
pelo pós teste Sidak foi utilizado.*p<0,05 vs controle 

A vasodilatação coronariana induzida pelo Bj-PRO-10c foi inibida na 

presença de L-NAME, ODQ ou MDL 12,330a em corações de ratos Wistar e SHR 

(Figura 28 A-B). 
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Figura 28. Efeito do Bj-PRO-10c em coronárias de ratos (A) Wistar e (B) SHRs na presença de L-NAME, 

ODQ ou MDL 12,330a. Os valores estão expressos como média ± EPM. Two-Way ANOVA seguido pelo 
pós teste Sidak foi utilizado. *p<0,05 vs controle, + p<0,05 vs basal.  
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Efeito semelhante foi observado ao se investigar o mecanismo de ação 

responsável pelo efeito inotrópico negativo induzido por este peptídeo (Figura 29 A-

H).  
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Figura 29. Efeito do Bj-PRO-10c na presença de L-NAME, ODQ ou MDL 12,330a na Pressão 

Intraventricular Sistólica em corações isolados de ratos (A) Wistar e (B) SHRs, Pressão Desenvolvida no 
Ventrículo Esquerdo em corações isolados de ratos (C) Wistar (D) SHRs, dP/dt Máxima em corações 
isolados de ratos (E) Wistar (F) SHRs, dP/dt mínima em corações isolados de ratos (G) Wistar e (H) 
SHRs. Os valores estão expressos como média ± EPM. Two-Way ANOVA seguido pelo pós teste Sidak 

foi utilizado.*p<0,05 vs controle, + p<0,05 vs basal. 
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A representação simplificada dos resultados de investigação dos mecanismos de ação em artéria isolada e coração isolado 
estão descritos na tabela 8 e 9 respectivamente. 

Tabela 8. Mecanismo de ação dos peptídeos Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c em aortas isoladas de ratos Wistar e SHR. 

Peptídeos 

Vasorelaxamento aórtico 

Wistar SHR 

Cont Atrop Pirenz L-NAME ODQ MDL MDLA Cont Atrop Pirenz L-NAME ODQ MDL MDLA 

Bj-PRO-7a  x - x x x NA  x - x x x NA 

Bj-PRO-10c  NA NA x x x   NA NA x x x x 

() Vasorelaxamento, () maior vasorelaxamento em relação aos SHRs, (x) bloqueio do vasorelaxamento, (-) bloqueio parcial do vasorelaxamento, (NA) não aplicado 

Tabela 9. Mecanismo de ação dos peptídeos Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c em corações isolados de ratos Wistar e SHR. 

Parâmetros Cardíacos 

Peptídeos Pressão de Perfusão Coronariana Contratilidade 

Wistar SHR Wistar SHR 

Cont L-NAME ODQ MDL Cont L-NAME ODQ MDL Cont L-NAME ODQ MDL Cont L-NAME ODQ MDL 

Bj-PRO-7a  x  x  x x x  x   - - -  

Bj-PRO-10c  x x x  x x x  x x x  x x x 

() Redução dos parâmetros cardíacos, (-) ausência de efeito nos parâmetros cardíacos, (x) bloqueio dos parâmetros cardíacos 
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5 DISCUSSÃO 

Os principais achados deste estudo são; (a) todos os PROs promoveram 

vasorelaxamento dependente do endotélio em anéis de aorta isolados de ratos 

Wistar e SHR; (b) Somente os PROs Bj-PRO-7a (5nmol/L) e Bj-PRO-10c (50pmol/L) 

promoveram significativa vasodilatação coronariana em corações isolados de ratos 

Wistar e SHR; (c) Os peptídeos Bj-PRO-5a e Bj-PRO-7a promoveram significativa 

redução da PIS, PDVE, dP/dt máxima e mínima somente em corações isolados de 

ratos Wistar, ao passo que os peptídeos Bj-PRO-10c e Bf-PRO-10f  induziram 

significante redução destes parâmetros tanto em corações isolados de ratos Wistar 

quanto em SHR.  

5.1 Avaliação dos PROs sobre o leito aórtico 

Em nosso estudo, foi observado que os peptídeos Bj-PRO-5a, Bf-PRO-10d e 

Bf-PRO-10f promoveram vasorelaxamento dependente do endotélio em anéis de 

aorta isolados de ratos Wistar e SHR. No entanto, não houve diferença significativa 

no efeito vasorelaxante entre as linhagens. Por outro lado, os peptídeos Bj-PRO-7a, 

Bj-PRO-10c e Bc-PRO-10e promoveram um vasorelaxamento mais proeminente em 

anéis de aorta isolados de ratos Wistar quando comparados aos de SHRs. O único 

PRO descrito na literatura por seus efeitos diretos em anéis de aorta isolados de 

ratos, foi o pentapeptídeo Bj-PRO-5a (IANZER et al., 2011). Semelhante aos nossos 

resultados, Ianzer et al., 2011 demonstraram que o efeito vasorelaxante 

desencadeado pelo Bj-PRO-5a é dependente de endotélio. Tais achados sugerem 

que os PROs desencadeiam seus efeitos por vias presentes no endotélio. 

Já foi demonstrado, que o NO é a principal substância responsável pelo 

vasorelaxamento de artérias e arteríolas (MAXWELL, 2002). Em animais SHR a 

redução da biodisponibilidade de NO e a consequente disfunção endotelial, 

determinam, no ambiente vascular, alterações do tono, ou seja, a capacidade de 

relaxamento adequado  (CARVALHO, 1987). Tal fato, explicaria um menor efeito 

vasorelaxante em anéis de aorta de SHRs induzido pelos peptídeos Bj-PRO-7a, Bj-

PRO-10c e Bc-PRO-10e.  

Trabalhos anteriores sugeriram que o peptídeo Bj-PRO-7a possui atividade 

agonista sobre o receptor muscarínico M1 (NEGRAES et al., 2011) e que o Bj-PRO-

10c aumenta a atividade da enzima argininosuccinato sintetase (AsS) (Guerreiro et 
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al.,2009). Baseado nestes estudos, nos avaliamos os mecanismos de ação 

envolvidos no vasorelaxamento desencadeado pelo Bj-PRO-7a sobre os receptores 

muscarínicos e do Bj-PRO-10c sobre a AsS em anéis de aorta isolados de ratos 

Wistar e SHR. 

De acordo com nossos resultados, o efeito vasorelaxante desencadeado 

pelo Bj-PRO-7a foi bloqueado por atropina e significantemente reduzido pela 

pirezenpina em anéis de aorta isolados de ratos Wistar e SHRs. O vasorelaxamento 

induzido pelo Bj-PRO-10c foi bloqueado por um inibidor da enzima AsS (MDLA) em 

anéis de aorta isolados de SHR, mas não alterou o efeito nos anéis de aorta 

isolados de ratos Wistar. 

Já foi demonstrado que o peptídeo Bj-PRO-7a tem capacidade de induzir um 

aumento no transiente intracelular de Ca2+ em células ovarianas de hamster 

chineses (CHO), e na presença de um antagonista específico do receptor 

muscarínico M1 este efeito foi abolido (NEGRAES et al., 2011). Os receptores 

muscarínicos M1, M3 e M5 são os subtipos mais expressos no endotélio vascular 

(ADRIAN et al., 2011). Embora o subtipo M3 seja o mais expresso no endotélio dos 

vasos de condutância (aorta e femoral) (BÉNY et al., 2008; BOULANGER; 

MORRISON; VANHOUTTE, 1994; FERNANDES et al., 1991; GERICKE et al., 2009; 

LAMPING et al., 2004), os subtipos M1 e M5 também são expressos e podem 

influenciar no vasorelaxamento do músculo liso vascular através da síntese de NO 

(CHIBA; TSUKADA, 1996; ELHUSSEINY; HAMEL, 1993; NOREL et al., 1996; 

PESIC; JOVANOVIC; GRBOVIC, 2001; RYBERG et al., 2008; YAMADA et al., 

2001). Embora nossos resultados corroborem com os achados de Negraes et al 

2011, é necessário avaliar ainda a influência direta dos receptores M3 e M5 no efeito 

vasorelaxante desencadeado por este peptídeo em aorta isolada. Por outro lado, já 

foi demonstrado que o peptídeo Bj-PRO-10c tem a capacidade de induzir um 

aumento dos níveis de L-Arginina no plasma de ratos Wistar e SHR, no entanto, a 

redução na PA induzida por este peptídeo foi observada somente em SHR 

(Guerreiro et al.,2009). Ademais, foi observado que a administração de MDLA 

promoveu um aumento da PA somente em SHRs (Guerreiro et al.,2009), indicando a 

participação da AsS no controle da PA nesses animais. De acordo Guerreiro et al. 

(2009), a atividade aumentada da AsS em SHRs surge como um possível 

mecanismo compensatório para a síntese de NO (Guerreiro et al.,2009). Diante 

disso, pode ser possível que a atividade da AsS em anéis de aorta de SHRs esteja 
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aumentada devido a uma menor síntese de NO, o que justificaria nossos resultados, 

uma vez que o efeito vasorelaxante promovido pelo Bj-PRO-10c em anéis de aorta 

de SHR foi abolido na presença do MDLA. 

Tendo em vista que a ativação de receptores muscarínicos e que o aumento 

da atividade da AsS culminam na síntese de NO, nos avaliamos os mecanismos de 

ação do Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c sobre as vias NO/GCs/PKG e AC/PKA em anéis 

de aorta isolados de ratos Wistar e SHRs. O efeito vasorelaxante promovido por 

ambos os peptídeos foi abolido pelos inibidores das enzimas, óxido nítrico sintase, 

guanilato ciclase e adenilato ciclase, tanto em anéis de aorta isolados de ratos 

Wistar quanto em SHRs. O relaxamento do músculo liso vascular está relacionado 

principalmente com a síntese de NO e com o aumento das concentrações 

intracelulares de dois nucleotídeos ciclicos, GMPc e AMPc (LINCOLN, 1990). Esses 

dois nucleotídeos podem atuar em diferentes alvos intracelulares, modulando a 

concentração de Ca2+ e induzindo um vasorelaxamento muscular liso (LINCOLN, 

1990). Essa diminuição do Ca2+ no músculo liso vascular ocorre devido ao aumento 

da recaptação de Ca2+ através da bomba de Ca2+-ATPase (serca), (CORNWELL et 

al., 1991), inibição da atividade dos canais de Ca2+ e ativação dos canais de K+ 

induzindo uma hiperpolarização. Todos esses eventos contribuem para um 

vasorelaxamento do músculo liso vascular (MINAMI et al., 1993; QUIGNARD et al., 

1997). Diante disso, pode-se sugerir que os peptídeos Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c 

promovem vasorelaxamento em anéis de aorta isolados de ratos Wistar e SHRs 

através das vias NO/GCs/PKG e AC/PKA. 

5.2 Avaliação dos PROs sobre o leito coronariano 

No leito coronariano, somente os peptídeos Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c 

promoveram efeito vasodilatador em corações isolados de ratos Wistar e SHRs. O 

efeito vasodilatador induzido pelo Bj-PRO-7a foi inibido pelo L-NAME e atenuado 

pelo MDL 12,330a em corações isolados de ratos Wistar. Em corações de SHRs, o 

efeito vasodilatador coronariano também foi inibido pelo L-NAME, MDL 12,330a e 

pelo ODQ. Já o efeito vasodilatador coronariano induzido pelo Bj-PRO-10c foi inibido 

na presença de L-NAME, ODQ e MDL 12,330a em corações isolados de ratos 

Wistar e SHRs. Estes dados sugerem que o Bj-PRO-7a pode estar agindo de forma 

diferente no leito coronariano destes animais. Apenas o inibidor da guanilato ciclase 

bloqueou os efeitos deste peptídeo em coronárias de ratos wistar, mostrando a 
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importante participação do GMPc na vasodilatação coronariana do Bj-PRO-7a 

nestes animais. Por outro lado, em SHRs tanto a formação de AMPc quanto de 

GMPc podem ser os principais mecanismo vasodilatadores em coronárias de SHRs. 

No entanto, a enzima óxido nítrico sintase parace ter um papel importante em ambos 

animas, uma vez que a inibição desta bloqueou o efeito vasodilatador tanto em 

wistar quanto em SHRs. Já o mecanismo mediado pelo Bj-PRO-10c no leito 

coronariano de ratos Wistar e SHRs estão relacionados tanto com a ativação da 

enzima óxido nítrico sintase quanto com o ativação das enzimas guanilato ciclase ou 

adenilato ciclase. Sabe-se que a vasodilatação coronariana é mediada 

predominantemente pela ativação do receptor muscarínico M3 (LAMPING et al., 

2004). Assim, não pode ser descartada a participação outros receptores 

muscarínicos, além da ativação de receptor M1 (Negraes et al.; 2011), para o efeito 

vasodilatador coronariano promovido pelo Bj-PRO-7a. Considerando os resultados 

em que o bloqueador do receptor M1 inibiu o efeito de vasorelaxamento aórtico do 

Bj-PRO-7a, tentamos avaliar a participação destes receptores no leito coronariano. 

No entanto, a atropina, bem como a pirezenpina promoveram efeitos deletérios na 

função cardíaca (dados não mostrados), inviabilizando a continuidade dos 

experimentos. De maneira similar, a participação de receptor B2 e da AsS para 

redução da pressão de perfusão coronariana induzido pelo Bj-PRO-10c também não 

podem ser descartadas. 

5.3 Avaliação dos PROs sobre os parâmetros de contratilidade cardíaca  

Nos parâmetros de contratilidade cardíaca, os peptídeos Bj-PRO-5a e Bj-

PRO-7a promoveram uma redução significativa da PIS, PDVE, dP/dt máxima e 

mínima somente em corações isolados de ratos Wistar. Por outro lado, o Bj-PRO-

10c e Bf-PRO-10f induziram uma redução destes parâmetros tanto em corações 

isolados de ratos Wistar quanto em SHRs. Já os PROs Bc-PRO-10e e Bf-PRO-10d 

não promoveram nenhuma alteração significativa nos parâmetros de contratilidade 

cardíaca. Ao se avaliar os mecanismos de ação do Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c, pôde-

se observar que o efeito inotrópico negativo desencadeado pelo Bj-PRO-7a foi 

abolido somente na presença de L-NAME em corações isolados de ratos Wistar. Já 

o inotropismo negativo desencadeado pelo Bj-PRO-10c foi abolido na presença de 

L-NAME, ODQ e MDL tanto em corações isolados de ratos Wistar quanto em SHRs. 
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De acordo com estudos anteriores, os peptídeos Bj-PRO-5a e Bj-PRO-7a 

podem atuar via receptor muscarínico M1 (MORAIS et al., 2011; NEGRAES et al., 

2011). Além disso, a atuação sobre receptores muscarínicos também foi constatada 

em nosso estudo, uma vez que o efeito vasorelaxante em anéis de aorta isolados de 

ratos Wistar e SHR, induzido pelo Bj-PRO-7a foi bloqueado na por um antagonista 

não específico de receptores muscarínicos (atropina) e pelo inibidor específico para 

receptor muscarínico M1 (pirezenpina). Sendo assim, é possível que o efeito 

inotrópico negativo desencadeado por ambos os peptídeos, estejam relacionados 

com os receptores muscarínicos, uma vez que, a ativação colinérgica em 

cardiomiócitos, diminui a contratilidade cardíaca através da diminuição da atividade 

da via AC/AMPc/PKA e consequentemente redução da concentração intracelular de 

Ca2+(WARRIER et al., 2005). O efeito inotrópico negativo não observado em 

corações isolados de SHRs pode estar relacionado com a diminuição da expressão 

de receptores muscarínicos nestes animais (GRAMMAS et al., 1989). 

Pelegrino et al. (2009), demonstraram que o NO promove efeito inotrópico 

negativo e que este efeito é mediado pela ativação da via NO/GCs/PKG 

(PELLEGRINO et al., 2009). Já é bem descrito, que em miócitos ventriculares de 

ratos, a PKG reduz as correntes de Ca2+ do tipo L (ABI-GERGES; FISCHMEISTER; 

MÉRY, 2001; MÉRY et al., 1991) e fosforila a troponina I, consequentemente 

reduzindo a afinidade da troponina C ao Ca2+ e diminuindo a contratilidade cardíaca 

(HOVE-MADSEN et al., 1996). Estes estudos estão de acordo com os nossos 

resultados, pois ao inibirmos enzimas da via de produção do NO, o efeito inotrópico 

negativo promovido pelos peptídeos Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c foi abolido. Diante 

disso, pode-se afirmar que os efeitos observados na contratilidade cardíaca 

desencadeados pelo Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c são mediados pelo NO. 

O efeito inotrópico negativo desencadeado pelos peptídeos Bj-PRO-10c e 

Bf-PRO-10f também pode estar relacionado com os mecanismos semelhantes aos 

mediados pela Bk, uma vez que estudos prévios demonstraram que estes peptídeos 

são capazes de potencializar a bk (IANZER et al., 2007; TASHIMA et al., 2012). 

Além disso, é possível que a diminuição nos parâmetros de contratilidade cardíaca 

induzida pelo Bf-PRO-10f esteja relacionado com a similaridade que este peptídeo 

possui com o Bj-PRO-10c (TASHIMA et al., 2012). Já foi descrito que existe apenas 

uma diferença de 4 aminoácidos na estrutura molecular entre estes peptídeos e que 

todas as posições ocupadas pelo resíduo de Pro no Bj-PRO-10c estão preservadas 
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no Bf-PRO-10f  (TASHIMA et al., 2012). Diante disso, é possível que a 

potencialização da Bk evocada pelo Bf-PRO-10f esteja envolvida no efeito intrópico 

negativo deste peptídeo, visto que a sinalização do NO pode ser mediada por vias 

dependentes de Bk (KRIEG et al., 2004). 

Os peptídeos Bc-PRO-10e e Bf-PRO-10d são capazes de inibir a atividade da 

ECA in vitro, contudo, somente o Bc-PRO-10e é capaz de potencializar os efeitos da 

Bk in vivo (TASHIMA et al., 2012) Embora o vasorelaxamento em anéis de aorta 

isolados tenha sido promovido por ambos os peptídeos, as duas diferentes 

concentrações utilizadas (5nmol/L ou 50pmol/L) nos experimentos de coração 

isolados não promoveram nenhuma alteração significativa nos parâmetros da 

contratilidade cardíaca. 
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6 CONCLUSÃO 

 Todos os peptídeos utilizados neste estudo promoveram vasorelaxamento 

dependente do endotélio em aorta isolada. 

 Somente o Bj-PRO-7a e Bj-PRO-10c promoveram vasodilatação coronariana. 

 Os PROs Bj-PRO-5a, Bj-PRO-7a, Bj-PRO-10c e Bf-PRO-10f promoveram 

efeito inotrópico negativo. 

 Todos os efeitos desencadeados pelos PROs estão relacionados com a via 

do NO. 

Baseado nos efeitos diretos dos PROs em anéis de aorta e corações isolados, 

bem como, na importância das vias NO/GCs/PKG e AC/PKA no sistema 

cardiovascular, é possível que estes peptídeos possam ser utilizados no tratamento 

da hipertensão arterial, como também servir de protótipo para o desenvolvimento de 

novos fármacos.  
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APÊNDICE 

Quadro de abreviaturas de aminoácidos 
 

Sigla Aminoácido 

Arg Arginina 

Asn Asparigina 

Asp Ácido aspártico 

Cys Cisteina 

Gln Glutamina 

Glu Ácido glutâmico 

His Histidina 

Leu Leucina 

Lys Lisina 

Met Metionina 

Phe Fenilalanina 

Pro Prolina 

Ser Serina 

Thr Treonina 

Tyr Tirosina 

Val Valina 

 

 


