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Resumo

As peconhas de serpentes sdo conhecidas pela sua vasta quantidade de moléculas
farmacologicamente ativas, dentre elas oligopeptideos ricos em prolina (ORPs). Muitos destes
peptideos sdo classicamente denominados hipotensores por potencializar o efeito da bradicinina
quando inibem a enzima conversora de angiotensina (ECA). A peconha de Bothrops pauloensis ¢é
uma mistura proteica complexa rica em proteinas e peptideos, principalmente da classe dos ORPs.
Estudos in silico utilizando ORPs previamente isolados da pegonha de B. pauloensis revelaram a
capacidade desses ORPs em interagir com a ECA inibindo competitivamente sua atividade. A
literatura tem demonstrado que essa enzima, além de participar da regulacao da pressdo arterial,
também esta associada a processos inflamatdrios e renais importantes. Assim, o presente estudo
teve como objetivo determinar a estrutura tridimensional de seis peptideos isolados de B. pauloensis
por meio de estudos de modelagem molecular e docking, bem como verificar a sua capacidade de
interagdo dinamica dos peptideos com a enzimas ECA através de estudos de dinamica molecular.
Foram observadas melhores interacdes com a enzima para os peptideos ORP-Bp e PEP06, sendo
que esta ultima apresentou maior estabilidade no niimero de ligagdes hidrogénio com menores
niveis de RMSF e RMSD. Desse modo, sugerimos que o PEP06 apresenta melhor afinidade pela
ECA e possivelmente ¢ um candidato promissor para a producdo de um peptideo sintético capaz de
inibir o dominio C-terminal da ECA. Com estes estudos prévios pretende-se avancar na avaliacao
do potencial hipotensor de ORPs presentes em peconhas ofidicas, bem como possibilitar o
desenvolvimento de novos farmacos avaliando informagdes estruturais detalhadas sobre as
interagdes dos complexos proteina-ligante através de ferramentas de bioinformatica para o design

racional de novos medicamentos.

Palavras-chaves: ECA, hipertensdo arterial, hipotensdo; docking; oligopeptideos ricos em prolina;

peconha de serpente; dindmica molecular, bioinformatica.



1. Introducao
1.1 Hipertensao

A Hipertensao Arterial (HA) ¢ uma doenga cronica ndo transmissivel, qualificada como o
principal fator de risco para as enfermidades cardiovasculares (VARVAROUSIS et al., 2020). Ela
¢ caracterizada por uma elevagao persistente da pressao sistolica e/ou diastélica para valores acima
de 140 mmHg e 90 mmHg, respectivamente. A HA também pode estar associada a desfechos
circulatdrios fatais, principalmente quando aliada a outros fatores de riscos importantes como:
obesidade, sedentarismo e alta ingestdo de sédio (LOPEZ DE FEZ, 2004).

Estudos indicam que quantidades superiores a 5g de sal de cozinha diariamente podem estar
relacionados a casos de acidentes vasculares cerebrais e doengas cardiovasculares. Nestes casos
pode-se observar um aumento médio da pressao arterial sistdlica de 5,5 mmHg enquanto a pressao
arterial diastdlica pode variar em até 2,5 mmHg (MENTE et al., 2018). Além do sedentarismo e da
ma alimentacdo por alta ingestdo de sodio, o consumo de alcool foi avaliado em diversos estudos
epidemioldgicos relacionados a HA, indicando que a ingestdo de mais de 210g semanalmente esta
associada a uma elevagdo consideravel dos niveis pressoricos, principalmente na populagdo acima
do peso (FUCHS et al., 2001).

Segundo dados mundiais disponibilizados pela World Health Organization (2021)
aproximadamente 1,28 bilhdo de adultos de 30 a 79 anos possuem hipertensao arterial, sendo que
46% desses adultos ndo sabem que possuem a doenca e apenas 21% realizam tratamentos para
manter a doenga sob controle. Na maior parte desses casos, a causa da hipertensdo esta relacionada
com o habito de vida aliado ao envelhecimento, e nesses casos ¢ denominada de hipertensao arterial
primaria ou sistémica. (BOLIVAR, 2013). Nesta fase do desenvolvimento humano, as células
endoteliais sofrem alteracdes que resultam em uma maior rigidez arterial ou perda da complacéncia
dos vasos (SAFAR et al., 2018).

Apesar das complicacdes causadas pela doenga, o seu diagnostico € facil e apresenta um
tratamento eficaz. Por um lado, o tratamento ndo medicamentoso ¢ realizado com mudanca nos
habitos alimentares, perda de peso e na pratica de atividades fisicas (HALL et al., 2019). Ainda
assim, ha uma dificuldade diante do tratamento da HA. Por manifestar-se inicialmente de forma
assintomatica em grande parte da populacdo, o controle da doenca tem baixa eficacia, uma vez que
a populacdo possui baixa adesdo as medidas profildticas. Sem as medidas profilaticas supracitadas,
a doenga segue uma evolugdo silenciosa, alcangando 6rgaos-alvo como coracao, cérebro e rins. Os
riscos para eles sdo, respectivamente: insuficiéncia cardiaca, acidentes vasculares cerebrais e

doencas renais cronicas (BENJAMIN et al., 2018; RUILOPE et al., 1993). Por outro lado, o
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tratamento medicamentoso conta com uma grande variedade de farmacos disponiveis que devem
ser escolhidos avaliando a individualidade de cada paciente. Esses firmacos possuem a capacidade
de interferir em outros sistemas ocasionando efeitos benéficos como: efeito cardioprotetor,
antifibrotico e renoprotetor. Porém essa ampla capacidade de interagdo pode causar efeitos
indesejados em alguns pacientes como: angioedema, aumento da atividade nervosa simpatica e
insuficiéncia renal. Justificando a necessidade de escolha adequada da droga utilizada (MUNEER;

NAIR, 2017; CRUICKSHANK, 2017).

1.2 Tratamentos medicamentosos

Um objetivo imprescindivel do tratamento da HA ¢€ obter o controle pressorico. Alcangando
a meta de pressdo arterial (PA), sdo evitados os danos cardiovasculares, intimamente ligados a
morte causada por HA. Em caso de falhas no processo de prevencao da doenga, torna-se necessario
a utilizacdo de medicamentos que possibilitem essa regulacdo. A escolha do firmaco deve ser
analisada de acordo com variaveis importantes de cada paciente, como: idade, fatores de riscos,
associacdo com outros farmacos (AL GHORANI et al., 2021). Atualmente, possuimos cinco classes
principais de eficacia comprovada para o tratamento da hipertensdo, sdo elas: Diuréticos (DIU),
Bloqueadores dos Canais de Calcio (BCC), Inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina
(IECA), Bloqueadores dos Receptores da Angiotensina II do tipo 1 (BRA) e Betabloqueadores (BB)
(BAKHLE, 2020; ELLIOTT; RAM, 2011; MUNEER; NAIR, 2017, BLOWEY, 2016;
CRUICKSHANK, 2017).

1.2.1 Bloqueadores dos Canais de Calcio

Os BCCs atuam através do relaxamento da musculatura lisa vascular bloqueando canais de
calcio presentes nas membranas celulares endoteliais. Desse modo, a deficiéncia de calcio
intracelular inviabiliza a contracdo muscular provocando a dilatacdo dos vasos sanguineos e,
consequentemente, uma queda na pressdo arterial devido a reducdo da Resisténcia Vascular
Periférica (RVP) (ELLIOTT; RAM, 2011). No musculo cardiaco podemos observar uma reducdo nas
velocidades de conducao atrioventriculares, bem como uma reducdo na contra¢do do érgao. No
rim, os BCCs dilatam as arteriolas aferentes, induzem uma maior excrecdo de sddio e, portanto,
aumentam o fluxo sanguineo (ABERNETHY; SCHWARTZ, 1999).

Os BBCs sao indicados para qualquer grupo de pacientes, pois nao sofrem influéncias de

caracteristicas sexuais, €tnicas, etarias ou até mesmo de grande ingestdo de sodio. Além disso, os
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BCCs possuem baixa meia-vida plasmatica, podendo ser associados com outros farmacos para

causar o efeito hipotensor desejado (POVOA et al., 2014).

1.2.2 Bloqueadores dos Receptores da Angiotensina II

A Angiotensina II (Angll) ¢ um octapeptideo ativo resultante da clivagem de dois residuos
de aminoécidos C-terminais do decapeptideo Angiotensina I (Angl), pela ECA. Por se tratar de um
hormonio peptidico ativo, a Angll possui como alvo receptores transmembranicos acoplados a
Proteina G, denominados AT1R (CAREY; SIRAGY, 2003). Ao ser formado o complexo hormoénio-
receptor, ocorrem mudangas conformacionais no receptor induzindo a divisao das subunidades da
proteina G por fosforilagdo. Enquanto a subunidade GBY continua na membrana plasmatica, a
subunidade Go funciona como um segundo mensageiro capaz de ativar Fosfolipases C (PLC) no
meio intracelular (WETTSCHURECK; OFFERMANNS, 2005).

As PLCs, por sua vez, clivam o fosfolipidio de membrana Fosfatidilinositol bifosfato (PIP2)
em Diacilglicerol (DAG) e Inositol trifosfato (IP3). Por ultimo, o IP3 alcanca e ativa receptores
presentes no reticulo endoplasmatico liso, induzindo a liberacdo de calcio intracelular. O calcio ¢
um dos principais ions responsaveis pela contragdo dos vasos sanguineos e, portanto, do aumento da
pressdo arterial (WETTSCHURECK; OFFERMANNS, 2005). Os BRAs atuam através do bloqueio
dos receptores ATIR impedindo a ligagdo da Angll, desse modo toda a cascata de reacdo
dependente da proteina G ndo ocorre, o Ca’" nio ¢ liberado e a vasoconstri¢do ¢ interrompida
(MUNEER; NAIR, 2017).

Com o bloqueio de RAT1 a Angll busca por outros alvos celulares ativando os receptores
AT2R. Estudos demonstraram que a ativagdo de AT2R possui como resultado efeitos antifibroticos,
anti-inflamatorios e renoprotetores, contrabalanceando os efeitos da ativacdo do AT1IR (CHOW et

al., 2014; KOULLIS et al., 2015).

1.2.3 Beta Bloqueadores
Os Betabloqueadores (BB) sdo divididos em trés principais grupos: betabloqueadores nao-

seletivos, betabloqueadores cardiosseletivos e betabloqueadores vasodilatadores. Os ndo seletivos
sdo responsaveis por bloquearem tanto receptores 1 presentes na musculatura cardiaca quanto
receptores 2 presentes na musculatura lisa vascular. Ja os cardiosseletivos sao responsaveis apenas
pelo bloqueio dos receptores B1. Por ultimo, os vasodilatadores atuam nos receptores 1 e possuem

atividade vasodilatadora. Independente da classe do BB, o principal efeito observado com o
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bloqueio dos receptores Beta-adrenérgicos € a inibicao das atividades das catecolaminas endogenas,

diminuindo também o débito cardiaco e a secre¢do de renina (OLIVER et al., 2019).

1.2.4 Inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina
Os Inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina (iECA) sdo a classe de farmacos que

possuem como mecanismo de agdo a inibicdo do Sistema Renina-Angiotensina Aldosterona
(SRAA) por meio de uma inativacdo da ECA. Essa inibi¢ao impede a formagao de angll e seus
efeitos vasoconstritores ao se ligarem a ATIR, que em condigdes normais ocasionam em aumento
da pressao arterial (BAKHLE, 2020).

Além disso, estudos associam essa classe de fairmacos como renoprotetores capazes de
reduzir a perda cronica da fungdo renal. Também sao relevantes na nefropatia diabética, indicados
em alguns casos,como medidas profilaticas tanto para evitar complicacdes causadas por eventos
cardiovasculares, quanto para prevenir possiveis alteragdes renais em pacientes com Diabetes
Mellitus tipo 1 e tipo 2 (MA et al., 2010; RUGGENENTI, 2017). A agdo dos iECA ndo se restringe
apenas ao SRAA, uma vez que a ECA ¢ a principal enzima responsavel pela degradacdo da
bradicinina (Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg) em metabolitos inativos (MOREAU et al.,
2005). Sabe-se que alteracdes desse sistema podem levar ao desenvolvimento de fisiopatologias
cardiovasculares tal como a hipertensao arterial. (TE RIET et al., 2015).

A inibicdo da ECA pode ser alvo para a potencializacdo dos efeitos hipotensores e
inflamatorios da bradicinina nos receptores transmembrana acoplados a proteina G (GPCR) B1
(BKBIR) e B2 (BKB2R). Isto resulta na estimulagdo da produgdo de Oxido Nitrico (ON) e
Prostaciclinas (QADRI; BADER, 2018; HANNAN et al.,, 2003). Em casos mais comuns sao
relatados como efeitos colaterais do uso de iECA a tosse seca, associado ao aumento dos niveis de
bradicinina. J& em menor frequéncia podemos observar a presenga de angioedema (MONTINARO;
CICARDI 2020; ACHE, 2017).

Alguns estudos sugerem que os inibidores da ECA podem estar relacionados com a
prevencdo da doenga de Alzheimer (DA). Essa sugestdo ¢ baseada na ativacdo dos RATI pela
Angll, associada a fatores como: aumento do estresse oxidativo, alteragcdes cognitivas e danos
cerebrais (PANAHPOUR et al., 2014; NAKAGAWA et al., 2017; PRUSTY et al., 2017). Além
disso, a ativacao desse receptor induz a formagao de placas senis através dos peptideos APB. Com a
inibicdo da ECA foi possivel avaliar uma redugcdo da formagdo da proteina beta-amildide,

diminuindo os riscos de DA (ABDALLA et al., 2013).
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A enzima homoéloga da ECA, a ECA2, pode hidrolisar os peptideos AP (mais neurotoxicos)
em peptideos amildides menos neurotoxicos. Essa redugdo ocasiona em uma baixa agregacdo dos
peptideos, impedindo a formagdo de placas senis (WELANDER et al., 2009).

O sistema calicreina-cinina, também influenciado pela inibicdo da ECA, consiste,
resumidamente, em uma cascata de reacdes iniciadas com a clivagem do cininogénio de alto peso
molecular pela enzima calicreina para formar a bradicinina. A bradicinina possui uma meia vida
muito curta, sendo degradada por cinases I e II e aminopeptidases plasmaticas (BHOOLA et al.,
1992; KAYASHIMA et al., 2012). Os primeiros inibidores naturais da ECA descritos foram
isolados a partir da pegonha de Bothrops jararaca (FERREIRA, 1965). Foi um destes peptideos
isolados da peconha o utilizado como modelo molecular estrutural para o desenvolvimento do
medicamento amplamente comercializado Captopril® (ONDETTI et al., 1977). Esses iECA séo
capazes de atuar tanto no sistema renina-angiotensina-aldosterona, quanto no sistema calicreina-

cinina, produzindo efeitos hipotensores e cardioprotetores (TOM et al., 2003).

1.3 Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona e sua influéncia na pressao arterial

O SRAA ¢ uma cascata de reagdes fundamentais para a regulagdo da pressao arterial e do
balango de sédio. A diminui¢do da pressdo arterial causa uma redug¢do na perfusdo renal. Esta
reducdo, por sua vez, ¢ detectada nas arteriolas eferentes por mecanorreceptores renais, ativando o
SRAA para normalizar a pressdo arterial. As reacdes do SRAA tém inicio na conversdo da pro-
enzima pro-renina em renina nas células justaglomerulares renais (ICHIHARA et al., 2004).

Conforme representado na Figura 1, a renina é uma enzima que catalisa a conversdo do
angiotensinogénio — uma proteina globular de origem hepatica — em Angl, um decapeptideo inativo
que posteriormente ¢ clivado em sua porcdo C-terminal pela ECAl para dar origem a um
octapeptideo denominado Angll. A Angll possui uma grande variedade de fungdes, sdo elas:
estimulo a sintese e secre¢do de aldosterona nas células da zona glomerulosa do cortex das adrenais
causando uma maior reabsorcdo de sddio; estimulo do centro da sede no hipotalamo para induzir
uma maior ingestdo de agua; estimulo da secrecdo de hormonio antidiurético (ADH) para aumentar
a reabsor¢cdo de agua nos ductos coletores; ativagdo de receptores transmembranicos RAT1 nos
vasos ocasionando vasoconstricdo através da liberacdo de Ca®" dos reticulos endoplasmaticos lisos
(PAUL et al., 2006).

A ECA apresenta dois dominios considerados homologos, porém com fungdes distintas.
Enquanto o dominio C- terminal da enzima est4 majoritariamente relacionado com a manutengdo da

pressao arterial, o dominio N-terminal apresenta-se como responsavel pela regulacdo da
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proliferagdo de células tronco hematopoiéticas (POLAKOVICOVA; JAMPILEK, 2019). Desse
modo, ¢ possivel explorar o desenvolvimento de drogas seletivas para cada dominio da ECA a fim
de produzir o efeito desejado com o menor numero de efeitos adversos. Sabe-se sobre os efeitos
hipotensores dos inibidores da ECA, porém uma inibi¢do do dominio N estd associada ao
desenvolvimento de farmacos antifibroticos (RAMASAMY et al., 2021).

Apesar da homologia estrutural entre as enzimas ECA e ECA2, apresentando
aproximadamente 42% de identidade entre seus sitios cataliticos (DONOGHUE et al., 2000), a
ECA possui agdes fisiologicas opostas a ECA2. A primeira ¢ uma carboxipeptidase capaz de
converter o substrato Angl em Angll, provocando efeitos hipertensores no organismo. A ECA2 ¢
uma metaloprotease dependente de zinco encarregada da catalise da hidrolise do substrato Angll em
Angl-7, um potente vasodilatador responsavel por efeitos hipotensores e fundamental para a
regulacdo da fun¢do cardiaca (FERRARIO et al., 2005; PATEL et al., 2016).

A ECA2 pode utilizar como substrato tanto a Angl quanto a Angll, sendo que a eficiéncia
catalitica da enzima é 400 vezes maior para o segundo substrato. Quando a ECA2 utiliza a Angl
como substrato, o produto resultante dessa degradacao ¢ a Angl-9. Porém, quando o substrato ¢ a
Angll, o produto final ¢ a Angl-7 (RICE et al., 2004; VICKERS et al., 2002). A Angl-7 atua
ativando receptores denominados MasR. Essa ativacdo ¢ responsavel por efeitos opostos aos
observados pela Angll no organismo, sendo os principais efeitos os cardioprotetores e antifibréticos
através da redugdo da fibrose cardiaca com a inibi¢do da expressdo de colageno (GIANI et al.,

2010).

| Angictensinogénio | e | Lininogenio |

( RENINA
ATIR N
| Angiotensina | |
| Bradicinina |
o | Angiotensina | ——
( ecaz ) ( Ecar )
S | Angiotensina 1-7 | Rinnd = -
| Metabalitos Inativos |
| Anglotensina 1-5 |
MASR

Figura 1: Esquema da atividade da ECA nos sistemas: Renina-Angiotensina e Calicreina-Cinina.

1.4 Peptideos Potencializadores de Bradicinina de Peconhas de Serpentes

O estudo de peconhas de serpentes utilizadas para fins terapéuticos vem ganhando

reconhecimento cientifico pela presenca de uma variedade de moléculas bioativas que caracterizam
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a sua complexidade molecular (LI et al., 2018; LU et al., 2005). A composi¢ao bioquimica das
peconhas ofidicas ¢ uma mistura complexa de componentes inorganicos e organicos. Dentre os
compostos organicos, destacam-se as proteinas e peptideos com ou sem atividade enzimadtica. As
principais enzimas sdo: fosfolipases A, (PLA2s), metaloproteases, serinoproteases, L-aminoacido
oxidades, hialuronidases, dentre outras. Os principais peptideos encontrados nessas pegonhas sao as
desintegrinas e os peptideos potencializadores de bradicinina (LU et al., 2005; TASOULIS;
ISBISTER, 2017; XU et al., 2015).

Os peptideos potencializadores de bradicinina, denominados BPPs, receberam esse nome
por inibirem a atividade da ECA, o que acarreta na potencializacdo da atividade hipotensora da
bradicinina (XU et al., 2015). Os BPPs possuem uma grande quantidade de residuos de Prolina na
sua estrutura, tal caracteristica fez com que eles sejam atualmente denominados de ORPs ou PROs
(do inglés Proline-rich oligopeptides). Além disso, os ORPs apresentam uma sequéncia lle-Pro-Pro
conservada no dominio C-terminal (KODAMA et al., 2015), capaz de interagir com alta afinidade
com o dominio C-terminal da ECA1, inibindo a formacdo de Angll a partir do substrato Angl
influenciando tanto no sistema SRAA, quanto no sistema calicreina-cinina (TOM et al., 2003). E
importante ressaltar que os BPPs sdo seletivos para a ECA, portanto ndo inibem a atividade da
ECA2 (DONOGHUE et al., 2000).

Mesmo com sequéncias similares, os BPPs possuem atividades variadas no organismo. Em
um estudo realizado por Munawar e colaboradores (2022) foram sintetizados BPPs e administrados
para ratos comparando os efeitos com o Lisinopril. Apds 15 dias foram avaliadas amostras de
sangue e tecido dos ratos. Enquanto o Lisinopril aumentou os niveis de creatinina no organismo os
Peptideos 11 (ZNWPHPQIPP) e IV (ZQWAQGRAPHPP) além de apresentarem baixa toxicidade
foram capazes de interagir com a ECA sem alteragdo dos niveis de creatinina, produzindo um efeito

nefroprotetor.

1.5 Analise Bioinformatica

A Dinamica Molecular (DM) ¢ uma técnica muito versatil que pode ser empregada para o
estudo de novas drogas, sendo utilizada como ferramenta para facilitar a analise de varias moléculas
e seus alvos celulares. Seus experimentos utilizam de fundamentos baseados no comportamento
dindmico dos atomos para sugerir diversas possibilidades de intera¢des entre as moléculas. Para
determinar os resultados da DM, sdo considerados fatores importantes para a mecanica molecular,
tais como: energia livre entre o ligante e o seu alvo, entropia, pressdo, volume, temperatura, entre

outros (ADCOCK; MCCAMMON, 2006; HANSSON, 2002).
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Esses fatores sdo controlados durante a simulacdo com o intuito de minimizar a energia
livre, evitando maus contatos entre os atomos através de um equilibrio do sistema. A minimizagao
de energia pode ser entendida como uma otimizagdo da geometria atdmica, buscando um conjunto
de coordenadas nas quais a energia potencial do sistema avaliado seja a menor possivel. Para tal sao
utilizados algoritmos de minimizagdo capazes de relaxar as distor¢des nas ligacdes quimicas € nos
contatos de Van der Waals (KARPLUS; MCCAMMON, 2002).

Apds a minimizagdo da energia do sistema, podemos determinar a temperatura na qual a
simulagdo ird ocorrer para buscar um equilibrio termodinamico. Isso ¢ possivel ja que no inicio de
uma simula¢do de dinamica molecular as condigdes do sistema nao estdo alinhadas com o equilibrio
termodinamico, sendo necessario o processo de equilibragdo antes da realizagdo da simulag¢do. Por
ultimo ¢ necessario realizar o processo de solvatacdo do sistema para avaliar o papel da dgua na
ligagdo. Desse modo, as técnicas de dindmica molecular empregadas sdo capazes de flexibilizar a
interacdo dos ligantes com seus respectivos alvos possibilitando uma melhor ligacio (ADCOCK;
MCCAMMON, 2006). Quando a dinamica molecular ¢ utilizada em conjunto com outras técnicas
de bioinformatica, como por exemplo o docking molecular, ha um melhor entendimento das
interagdes entre o ligante e seu alvo, facilitando o design racional de novos farmacos (ALONSO et

al., 2006).

2. Justificativa Cientifica

A pegonha de Bothrops pauloensis é composta por componentes bioativos capazes de
induzir diversos efeitos locais e sistémicos como alteracoes da hemostasia, inducdo de edema,
inflamacdo, e mionecrose, efeitos comuns no envenenamento botrépico (MARINHO et al., 2021;
RODRIGUES et al., 2004; COSTA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2009; ACHE et al., 2015;
RODRIGUES et al., 2015). Vale ressaltar que toxinas isoladas da pegonha tém demonstrado alto
potencial terapéutico e farmacolégico (RODRIGUES et al., 2015, AZEVEDO et al., 2016). Aché
(2017) padronizou o processo de isolamento e caracterizou estruturalmente diferentes ORPs da
peconha de Bothrops pauloensis, sendo que um destes denominado ORP-Bp foi capaz de
potencializar e prolongar o efeito edematogénico da bradicinina in vivo. Estudos in vitro com ECA
pulmonar de ratos utilizando o Captopril® como controle positivo, indicaram a capacidade do ORP-
Bp em realizar a inibi¢do da ECA em diferentes concentragdes.

Assim, a continuidade desses estudos torna-se importante do ponto de vista cientifico, uma
vez que os BPPs vém demonstrando um grande potencial terapéutico no que diz respeito a atividade
hipotensora (ACHE, 2017). Além disso, é necessario avaliar os impactos causados pela inibigdo

especifica dos dominios C e N da ECA no controle da pressdo arterial, tornando possivel o
17


https://docs.google.com/document/d/1eCI1TgiZYjeHbizB-y51PQpb_UhGUhcZXMzJLrCnmsg/edit?ts=5ba7ba10#heading=h.3dy6vkm
https://docs.google.com/document/d/1eCI1TgiZYjeHbizB-y51PQpb_UhGUhcZXMzJLrCnmsg/edit?ts=5ba7ba10#heading=h.1t3h5sf
https://docs.google.com/document/d/1eCI1TgiZYjeHbizB-y51PQpb_UhGUhcZXMzJLrCnmsg/edit?ts=5ba7ba10#heading=h.4d34og8
https://docs.google.com/document/d/1eCI1TgiZYjeHbizB-y51PQpb_UhGUhcZXMzJLrCnmsg/edit?ts=5ba7ba10#heading=h.2s8eyo1
https://docs.google.com/document/d/1eCI1TgiZYjeHbizB-y51PQpb_UhGUhcZXMzJLrCnmsg/edit?ts=5ba7ba10#heading=h.3rdcrjn

desenvolvimento de novos farmacos seletivos para cada dominio, reduzindo efeitos colaterais

indesejados.

3. Objetivo Geral
O presente trabalho teve como objetivo analisar as sequéncias primarias de peptideos ricos
em prolina obtidos da peconha da serpente Bothrops pauloensis, e avaliar in silico suas respectivas

interacdes com a enzima conversora de angiotensina.

4. Objetivos Especificos
e Predizer as estruturas tridimensionais dos ORPs obtidos da pegonha de Bothrops
pauloensis;
e Avaliar in silico a interacdo dos peptideos obtidos com a enzima conversora de
angiotensina (ECA);

e Selecionar um peptideo que possua maior afinidade e estabilidade pela ECA.

5. Metodologia
5.1 Obtencao das sequéncias dos ORPs

As sequéncias dos peptideos utilizadas para os ensaios de dindmica molecular e docking
propostos neste estudo foram inicialmente obtidas do trabalho de Aché (2017) em parceria com o

Laboratorio Allergy and Therapy da Universidade de Salzburg da Austria.

# Sequéncia PEPO1:
QSWPGPNIPPQQWAQGGWPRPGPEIPPNWPHPQIPPQGRAPHPPI
# Sequéncia PEP02:
QQWAQGGWPRPGPEIPPNWPHPQIPPGPPPRPQIPPQGRAPHPPI
# Sequéncia PEP03:
QQWAQGGWPRPGPEIPPNWPHPQIPPQWAQARPPHPP
#Sequéncia PEP04:
SWPGPNIPQLLVQQWAQGGWPRPGPEIPPNWPHPQIPPQWAQARPPHPP
#Sequéncia PEP05 (ORP-Bp):

QWAQWPRPTPQIPP

#Sequéncia PEP06:

QGGLPRPGPEIPP
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5.2. Identificacdo e Modelagem de Peptideos

As sequéncias primarias dos seis peptideos ORPs da peconha de Bothrops pauloensis foram
submetidas a uma comparacao contra o banco de dados de proteinas disponibilizado pelo National
Center of Biotechnology (NCBI), utilizando a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) (ALTSCHUL et al., 1990). A identificacdo das sequéncias similares ocorreu por meio da
identidade e cobertura do alinhamento entre os peptideos e seus similares. Posteriormente, as
estruturas tridimensionais dos peptideos foram geradas através do software Discovery Visualizer

para permitir uma maior liberdade de interagdo entre as estruturas peptidicas e a ECA.

5.3. Analise de afinidade do peptideo-alvo

Com o intuito de identificar as interacdes entre os peptideos e a ECA, foi realizada uma
ancoragem molecular utilizando o programa HDock (YAN et al., 2020). Este programa utiliza
modelos tridimensionais dos peptideos previamente gerados e a estrutura da proteina ECA,
disponibilizada no Protein Data Bank através de estudos de cristalografia de raios-x, cuja referéncia
¢ #3BKK, para determinar possiveis interagdes e sitios de ancoragem do peptideo com a enzima. As
possibilidades de interagdo sdo ranqueadas de acordo com uma pontuacdo que avalia também o
RMSD das moléculas envolvidas no docking. Os PDBs com melhor pontuag¢do de cada peptideo
foram submetidos a uma simulagdo no software LigPlot para gerar diagramas esquematicos das
ligagdes realizadas entre os peptideos e a ECA (WALLACE et al., 1995).

Por fim, os complexos gerados na ancoragem foram submetidos a Dinamica Molecular
(DM) por meio do programa GROMACS 2016 (ABRAHAM et al., 2015) através de linhas de
comando. A DM dos complexos foi realizada usando o campo de forca CHARMM?27 com modelo
de agua TIP3P. A célula unitaria da DM utilizada possuia forma triclinica e foram adicionados dgua
e ions ao sistema. Apds as fases de minimizacdo e equilibrio, as solugdes foram submetidas a 100
ns de simulagdo durante a fase producao sob condigdes NTP. A fim de avaliar a estabilidade dos
ligantes, o resultado da dindmica foi avaliado através de ferramentas fornecidas pelo programa
GROMACS. As andlises realizadas sao: o desvio da média quadratica (RMSD), flutuagao da média
quadratica (RMSF), o nimero de liga¢des de hidrogénio e a energia livre entre o ligante e o alvo ao
longo da dindmica. Toda a simulagdo de dindmica molecular foi realizada no servidor da

Universidade Federal de Uberlandia.
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6. Resultados

6.1 BLAST das sequéncias peptidicas

O BLAST realizado revelou semelhanca com peptideos potencializadores de bradicinina e

peptideos natriuréticos do tipo C de outras peconhas de serpentes, ambas do género Bothrops. Os

quatro primeiros peptideos avaliados possuem sequéncias de aminoacidos maiores em comparagao

aos dois ultimos. Além disso, os peptideos ORP-Bp e PEP06, foram os unicos que indicaram

semelhanca apenas com peptideos potencializadores de bradicinina, apresentando 100% de

cobertura e identidade com BPPs de Bothrops jararaca (Tabela 1).

Tabela 1: Resultados do BLAST das sequéncias de peptideos obtidos da pegonha de B. pauloensis
(ACHE 2017), foram selecionados os melhores Aits de cada peptideo.

Peptideo | Sequéncia(query) | Subject | Score | E-value | Identidade | Descricao Cobertura
Pepl QSWPGPNIPPQ | Q6LEMS | 267 7.9¢-28 69,8% Bradykinin- 100%
QWAQGGWPRP potentiating peptide
GPEIPPNWPHPQ and C-type natriuretic

IPPQGRAPHPPI peptides. (B.
Jararaca)

Pep2 QQWAQGGWPR | P68515 | 253 8.6e-26 50.6% Bradykinin- 86%
PGPEIPPNWPHP potentiating and C-
QIPPGPPPRPQIP type natriuretic
PQGRAPHPPI peptides. (B. insularis)

Pep3 QQWAQGGWPR | Q7TIM3 | 226 1.6e-22 55.2% Bradykinin- 86%
PGPEIPPNWPHP potentiating and C-
QIPPQWAQARP type natriuretic
PHPP peptides isoform 2 (B.

Jjararacussu)

Pep4 SWPGPNIPQLL | Q7TIM3 | 309 8.4e-35 62.0% Bradykinin- 89%
VQQWAQGGWP potentiating and C-
RPGPEIPPNWPH type natriuretic
PQIPPQWAQA peptides isoform 2 (B.
RPPHPP jararacussu)

ORP *QWAQWPRPTP | P85163 119 | 3.3e9 100.0% Bradykinin- 100%
QIPP potentiating peptide

14a (B. jararaca)

Pep6 *QGGLPRPGPEI | P85169 |97 1.2e-5 100.0% Bradykinin- 100%
PP potentiating peptide

13b (B. jararaca)

(*) Peptideos com residuo de piroglutamato no N-terminal.
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6.2 Docking Molecular

Os dockings das estruturas dos peptideos obtidos de B. pauloensis foram realizados através
do Hdock (YAN et al., 2020). Destas analises foram selecionadas as primeiras ancoragens com
maior pontuagdo de cada peptideo, determinadas pela menor energia livre entre os ligantes. Os
valores de RMSD apresentados referem-se a comparacdo entre a ligacdo similar, fornecida pelo
docking, e a ligacdo do peptideo analisado. Os peptideos de 1 a 4 apresentaram valores de RMSD
mais elevados, superando 80 A , enquanto os peptideos ORP-BP e PEP04 apresentaram 31,39 e
24,83 A respectivamente (Tabela 2). Além disso, como pode ser verificado na Figura 2, os
peptideos de 1 a 4 se ligaram na parte externa da enzima em lugares aleatorios com grande parte da
sequéncia de aminoacidos ndo interagindo com a ECA. J4 o ORP-Bp e PEP06, apresentaram boa
afinidade com a enzima, interagindo com sitios especificos localizados no dominio C (Figura 2).

Os peptideos ORP-Bp e PEP06 apresentaram durante o docking similaridade de 71.4% e
72.7%, respectivamente com um peptideo da pegonha da serpente Gloydius blomhoffii identificado
como inibidor da ECA através de estudos com cristalografia de raios-x (MASUYER, et al 2012).
Estes trés peptideos foram utilizados para estudos de docking com a ECA (3BKK) (Figura 3). Como
pode ser observado, os trés peptideos ancoram no pocket localizado no dominio C da ECA. Essa

regido ¢ responsavel pela inibi¢do da capacidade da enzima em converter Angl em Angll.

Tabela 2: Valores de RMSD dos ligantes, obtidos através do HDOCK avaliados apds o docking
dos peptideos obtidos da peconha de B. pauloensis (Aché 2017) com a ECA.

Peptideos RMSD (A)
PEPO1 81.35
PEPO2 87.38
PEPO3 129.51
PEPO4 158.13
ORP-BP 31.39
PEPO6 24.83
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v
Figura 2: Imagem sobreposta do docking dos peptideos: PEPO1 (vermelho), PEP02 (verde), PEP03

(azul) e PEP04 (amarelo) com a ECA (roxo) desenvolvida através do software Chimera v1.16

(PETTERSEN et al., 2004). Os peptideos se ligaram a sitios inespecificos e aleatérios da enzima.

Figura 3: Imagem sobreposta do docking molecular do PEP06 (azul), ORP-Bp (laranja) ¢ do BPP
de Gloydius blomhoffii #4APJ (vermelho) com a ECA (roxo), desenvolvida através do software
Chimera v1.16 (PETTERSEN et al., 2004).

Para avaliar quais aminodcidos dos BPPs realizam interagoes com a ECA foram realizadas
simulagdes no software ligplot, que através da sequéncia das estruturas realiza predi¢des de
possiveis ligagdes de hidrogénio ou interagdes hidrofobicas em um docking rigido (WALLACE et

al., 1995). Como resultado foram obtidas 5 LH para o peptideo ORP-Bp, realizadas pelos
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aminoacidos: Pro5, Arg4, Thr6 e¢ GIn8. Para o PEP06 apenas 1 LH foi alcangada entre o
aminoacido Leu4 do peptideo com o aminodcido Lys118 da ECA (Figura 4).

Aspl21(A
e %A;mw

Glnl(B)

Trp357(A)

er355(A)
Phe5T0(A)

GIn281(A) &

C B d

Pro5(B)

¢ B

Pro3(B)
Pro7(8)

Figura 4: Diagrama 2D das interagdes entre a ECA e PEP06 (a) e entre a ECA e ORP-Bp (b, ¢, d).
As linhas pontilhadas verdes representam as ligacdes de hidrogénio e os arcos em vermelho
representam as interagdes hidrofobicas entre os aminoacidos.

6.3 Dinadmica Molecular

Para realizar as simulac¢des de dindmica molecular foram selecionados os peptideos PEP06 e
ORP-Bp que apresentaram o melhor docking molecular. As simulagdes de DM foram realizadas
com o tempo de 100ns e foram analisados os RMSD, RMSF e ntimero de liga¢cdes de hidrogénio

das duas sequéncias peptidicas.
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6.3.1 RMSD

As simulagdes de RMSD possibilitaram a comparagao entre a variacao dindmica da proteina
apo com o complexo formado pela enzima e seu inibidor. Para a ECA avaliada na dinamica com o
ORP-Bp, o valor médio de RMSD foi de 0,29 e o complexo ORP-Bp ligado a ECA apresentou
valores médios de RMSD préximos a 0,32. Ja o PEP06, apresentou valores médios inferiores, sendo
que o RMSD da ECA foi equivalente a 0,27, enquanto do complexo PEP06 foi de 0,28 (Figura 5)
(Tabela 3).

RMSD

Protein after Isq fit to Protein

b RMSD

Protein after lsq fit to Protein

0.5

0.1+

— ECA apo

—— Complexo ORP-Bp | _| 05—

0.1+

— ECA apo
— Complexo PEPO6

50

Time (ns)

50
Time (ns)

Figura 5: Grafico da variacdo de RMSD durante a simulagdo de dindmica molecular, o periodo de
tempo utilizado foi de 100 ns. Em vermelho estdo representados os complexos (a) ORP-Bp (b)
PEP06. Em preto esta representada a ECA sem a presenca dos ligantes.

Tabela 3: Dados de média e desvio padrao do Root Mean Square Deviation obtidos através das
simulagdes de Dinamica Molecular.

RMSD (nm) APO-ORP | APO-PEP06 | Complexo-ORP| Complexo-PEP06
Média 0,2901 0,2740 0,3278 0,2837
Desvio Padriao 0,0337 0,0278 0,0447 0,0284

6.3.2 RMSF

Em relagdo ao RMSF, foi avaliado a flutuacao individual de cada atomo da ECA na
presenca dos ligantes ORP-BP e PEP06. Foram encontrados valores médios inferiores para o RMSF
da ECA quando ligada ao PEP06. Porém, quando ligada ao ORP-Bp os valores de RMSF sao
superiores em relacdo ao PEP06 (Figura 6). O primeiro complexo apresentou o valor médio de
0,114 com desvio padrao de 0,05781. O segundo apresentou valor médio de 0,131 e desvio padrao

de 0,05346 (Tabela 4).
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Figura 6: Grafico da variacdo de RMSF durante a simulagcdo de dindmica molecular, o periodo de
tempo utilizado foi de 100 ns. Em vermelho estéa representada a ECA em complexo com o PEP06 ¢
em preto estd representada a ECA em complexo com o ORP-Bp.

Tabela 4: Dados de média e desvio padrao do Root Mean Square Fluctuation obtidos através das
simulacdes de Dinamica Molecular

RMSF (nm) ECA-ORP ECA-PEP06
Média 0,131 0,114
Desvio Padrao 0,05346 0,05781

6.3.3 Ligacoes de Hidrogénio

O numero de ligagoes de hidrogénio também foi analisado durante a simulacao da dindmica
molecular no tempo de 100 ns. Foram obtidos valores médios de aproximadamente 7 ligacdes para
o PEPO6 com um desvio padrdo de 1,82. Para o ORP-Bp o valor médio de LH foi de
aproximadamente 6 com desvio padrao de 2,14. Foi possivel observar um aumento médio de 7x no
numero de ligacdes de hidrogénio do PEP06 quando comparamos o docking rigido com a dinamica
molecular, enquanto o ORP-Bp apresentou uma variagdo menos significativa, passando de 5
ligagdes para uma média de 6 LH durante a DM (Tabela 5).

Além disso, no grafico de Ligacdes de Hidrogénio, podemos perceber uma reducdo no
numero de ligagdes do ORP-Bp com a ECA, representado pela cor preta (Figura 7) nos 40 ns finais

da simulagao.
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Figura 7: Representacdo do niimero de ligacdes de hidrogénio durante a simulacdo de dindmica de
100 ns. Em vermelho esta representado o complexo formado pelo PEP06 ¢ a ECA. Em preto pode-
se observar o niimero de ligagdes de hidrogénio do complexo formado pelo ORP-Bp e a ECA.

Tabela 5: Representacdo da média e desvio padrao das Ligacdes de hidrogénio durante a simulagao
de dindmica molecular.

Ligacdes de Hidrogénio ORP-Bp PEP06
Média 6,3229 7,4617
Desvio Padrio 2,1494 1,8211

7. Discussiao
Por se tratar da primeira causa de mortes relacionada a doencgas ndo transmissiveis no

mundo, a HA ainda ¢ um desafio para o sistema publico de saude (GBD 2016 Causes of Death
Collaborators, 2016). Sabendo-se que ¢ necessario reconhecer farmacos com os menores efeitos
colaterais possiveis, diversos estudos cientificos buscam compreender o comportamento desses
farmacos com seus alvos no organismo, tendo em vista dois objetivos. O primeiro é o
aprimoramento no tratamento, € o segundo a bioprospec¢ao de novas drogas com um bom potencial
terapéutico. As peconhas de serpente possuem uma diversidade de moléculas bioativas com

potencial terapéutico (LI et al., 2018). Os BPPs derivados das pe¢onhas foram evidenciados como
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farmacos promissores para o controle da pressdao arterial, dando origem a drogas amplamente
comercializadas como o Captopril® (ONDETTI et al., 1977).

Esses BPPs isolados da pegonha de serpentes, possuem como caracteristica a presenga um
residuo de piroglutamato na por¢do N-terminal. Além disso, esses peptideos apresentam uma
sequéncia conservada de dois residuos de prolina na regido C terminal (COTTON et al., 2002).
Através das sequéncias obtidas no trabalho de Aché (2017) observamos que apenas os peptideos
ORP-Bp e PEP06 apresentaram as caracteristicas supracitadas. Os dockings realizados neste estudo
demonstraram a capacidade dos peptideos PEP06 ¢ ORP-Bp de interagirem com a ECA no mesmo
sitio de ligagcdo observado através de estudos de cristalografia de raios-x feitos por Masuyer e
colaboradores (2012).

Além disso, foi possivel observar durante o docking dos BPPs divergéncias nos valores de
RMSD apresentados pelo software HDock (Tabela 2). Enquanto os peptideos ORP-Bp ¢ PEP06
apresentaram baixos valores de RMSD (31,39 A e 24.83 A respectivamente), os peptideos: PEPOI,
PEP02, PEP03 e PEP04 apresentaram valores superiores a 80 A, sugerindo maior instabilidade na
liga¢do dos ultimos com a ECA. A Figura 2 demonstra a aleatoriedade dos dockings obtidos com os
peptideos de 1 a 4, sendo que nenhum deles se ligou ao sitio ativo da enzima. Por se identificarem
também com peptideos natriuréticos do tipo C através do BLAST, possivelmente os peptideos de 1
a 4 possuem outros alvos celulares que ndo a ECA. J& os peptideos ORP-Bp e PEP06 se ligam
seletivamente ao sitio ativo do dominio C-terminal da ECA da mesma forma que o BPP da peconha
de Gloydius blomhoffii, porém interagindo com aminoacidos diferentes (Figura 4) (MASUYER et
al., 2012).

Para o desenvolvimento de novos farmacos através de um peptideo sintético, torna-se mais
interessante a escolha dos peptideos ORP-Bp e PEP06. Isto, por apresentarem menor niimero de
residuos de aminoécidos e um docking promissor no sitio de liga¢do da por¢ao C-terminal da ECA
Dessa forma, avaliamos outros fatores como: RMSD, RMSF e o nimero de LH.

O RMSD ¢ uma métrica de similaridade ou de distancia entre duas moléculas geralmente
utilizada para realizar comparagdes entre estruturas proteicas de sequéncias similares. Nesse
parametro ¢ calculado o desvio quadratico médio das coordenadas tridimensionais dos dtomos de
uma proteina em relagdo a outra. Valores menores de RMSD podem sugerir uma boa estabilidade
da ligacdo entre o inibidor e seu alvo celular por estarem relacionados com a movimentacao das
estruturas durante a ligagdo, sendo assim estruturas com ligagdes fracas tendem a se movimentar
mais, apresentando maiores valores de RMSD (MAIOROV; CRIPPEN, 1994). Através do RMSD

podemos observar que o desvio quadratico médio, além de ser superior para o ORP-Bp, apresentou
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maior variagdo quando comparado ao PEP06, o que pode sugerir uma estabilidade de ligagdo
inferior quando comparado ao PEP06 (Tabela 3).

Outra métrica avaliada no trabalho foi o RMSF, que calcula o desvio quadratico médio da
flutuagao de um atomo. Ele ¢ utilizado para analisar quantitativamente a variacdo de cada atomo
individualmente dentro de uma estrutura proteica ao longo da simula¢ao de dindmica molecular.
Através do RMSF, podemos observar que para a comparacdo dos dois complexos o RSMF do
PEPO06 apresentou-se mais estavel e com valores menores, indicando menor variagdo dos 4tomos ao
longo da simulacao de dindmica molecular. Reafirmamos, entdo, que o PEP06 possui uma maior
estabilidade na ligacdo com seu alvo ECA (Tabela 4).

As ligacdes de hidrogénio podem ser um bom pardmetro para avaliar a afinidade da enzima
e seu inibidor, bem como a estabilidade da ligacdo de ambos (FERREIRA et al., 2019). Os
primeiros resultados de docking e do diagrama de interacdo 2D dos peptideos demonstraram o
nimero de 1 LH para o PEP06 e 5 LH para o ORP-Bp. Apos a dindmica molecular foi possivel
identificar um aumento de 7 vezes nas ligacdes de hidrogénio do PEP06, enquanto o ORP-Bp nao
apresentou aumento significativo no nimero de LH. Além de apresentar uma reducdo no nimero de
ligagdes nos 40 ns finais da simula¢do, indicando uma instabilidade entre 0 ORP-Bp e a ECA. Isto
justifica a importancia da dindmica molecular para avaliar as ligagdes de hidrogénio ndo detectadas
em um docking rigido.

Em suma, como as estruturas peptidicas estdo correlacionadas com suas fungdes, o PEP06
apresentou maior estabilidade na ligacdo seletiva com a regido C-terminal da ECA, analisada
através dos dockings moleculares e valores d¢ RMSD e RMSF, mantendo o nimero de ligagdes de
hidrogénio estavel durante a simula¢do de dindmica molecular. Desse modo, o PEP06 pode ser um
peptideo natural promissor para a potencializagdo da bradicinina através da inibicdo da enzima

conversora de angiotensina e um possivel candidato para a sintese quimica.

28



8. Referéncias Bibliograficas

Abdalla S, et al. ACE inhibition with captopril retards the development of signs of neurodegeneration
in an animal model of Alzheimer's disease. /nt J Mo/ Sci. 2013;14(8):16917-16942. Published 2013 Aug
16.

Abernethy DR, Schwartz JB. Calcium-antagonist drugs. N Engl J Med. 1999;341(19):1447-1457.

Abraham MJ, et al. Gromacs- High performance molecular simulations through multi-level
parallelism from laptops to supercomputers. SoftwareX, v. 1-2, p. 19-25, 2015.

Aché DC, et al. Biochemical properties of a new PI SVMP from Bothrops pauloensis: Inhibition of
cell adhesion and angiogenesis. International Journal of Biological Macromolecules, v. 72, pp. 445453,
2015.

Aché DC. Analise da composicao proteica da peconha de Bothrops pauloensis e caracterizagao
estrutural e funcional de um peptideo potencializador de bradicinina. 2077. 99f. Dissertagao de
Doutorado em Genética e Bioquimica - Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia - MG. 2017.

Adcock SA, McCammon JA. Molecular dynamics: survey of methods for simulating the activity of
proteins. Chem Rev. 2006;106(5):1589-1615.

Al Ghorani H, et al. Arterial hypertension - clinical trials update 2021. Nutr Metab Cardiovasc Dis. 2022
Jan;32(1):21-31.

Alonso H, et al. Combining docking and molecular dynamic simulations in drug design. Med Res Rev.
2006;26(5):531-568.

Altschul SF, et al. Basic Local Alignment Search Tool. J. Mol. Biol., n. 215, p. 403—410, 1990.

Azevedo FV, et al. Human breast cancer cell death induced by BnSP-6, a Lys-49 PLLA(2) homologue
from Bothrops pauloensis venom. International Journal of Biological Macromolecules, v. 82, pp. 671-
677, January, 2016.

Bakhle YS. How ACE inhibitors transformed the renin-angiotensin system. Br J Pharmacol.
2020;177(12):2657-2665.

Benjamin EJ, et al. Heart Disease and Stroke Statistics-2018 update: A Report From the American Heart
Association. Circulation. 2018;137(12):e67-e492.

Bhoola KD, et al. Bioregulation of Kinins: Kallikreins, Kininogens, and Kininases. Pharmacological
Reviews, v. 44, n. 1, pp. 1-80, 1992.

Blowey DL. Diuretics in the treatment of hypertension. Pediatr Nephrol. 2016;31(12):2223-2233.

Bolivar JJ. Essential hypertension: an approach to its etiology and neurogenic pathophysiology. /nt J
Hypertens. 2013;2013:5478009..

Carey RM, Siragy HM. Newly recognized components of the renin-angiotensin system: potential roles in
cardiovascular and renal regulation. Endocr Rev. 2003;24(3):261-271.

Chow BS, et al. Relaxin requires the Angiotensin II type 2 receptor to abrogate renal interstitial
fibrosis. Kidney Int. 2014;86(1):75-85.

Costa FLS, et al. Biochemical and functional properties of a thrombin-like enzyme isolated from
Bothrops pauloensis snake venom. Toxicon, v. 54, pp. 725-735, 2009.

29



Cotton J, et al. Selective inhibition of the C-domain of angiotensin I converting enzyme by bradykinin
potentiating peptides. Biochemistry. 2002;41(19):6065-6071.

Cruickshank JM. The Role of Beta-Blockers in the treatment of hypertension. Adv Exp Med Biol.
2017;956:149-166.

Donoghue M, et al. A novel angiotensin-converting enzyme-related carboxypeptidase (ACE2) converts
angiotensin I to angiotensin 1-9. Circulation Research 2000 Sep 1;87(5)

Elliott WJ, Ram CV. Calcium channel blockers. J Clin Hypertens (Greenwich). 2011;13(9):687-689.

Ferrario CM, et al. Advances in biochemical and functional roles of angiotensin-converting enzyme 2 and
angiotensin-(1-7) in regulation of cardiovascular function. Am J Physiol Heart Circ Physiol, December, 2005

Ferreira BG, et al. Hydrogen Bonds in protein-ligand complexes. Methods Mol Biol. 2019;2053:93-107.

Ferreira SH. A Bradykinin-Potentiating Factor (BPF) Present in the venom of Bothrops Jararaca.
British Journal of Pharmacology and Chemoterapy, v. 24, n. 1, pp 163-169, February, 1965.

Fuchs FD, et al. Alcohol consumption and the incidence of hypertension: The Atherosclerosis Risk in
Communities Study. Hypertension. 2001 May;37(5):1242-50.

GBD 2016 Causes of Death Collaborators. Global, regional, and national age-sex specific mortality for
264 causes of death, 1980-2016: a systematic analysis for the Global Burden of Disease Study 2016. Lancet.
2017;390(10100):1151-1210.

Giani JF, et al. Angiotensin-(1-7) improves cardiac remodeling and inhibits growth-promoting
pathways in the heart of fructose-fed rats. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2010;298(3):H1003-H1013.

Hall JE, et al. Obesity, kidney dysfunction and hypertension: mechanistic links. Nat Rev Nephrol. 2019
Jun;15(6):367-385.

Hannan RE, et al. Functional role of angiotensin II AT2 receptor in modulation of AT1 receptor-
mediated contraction in rat uterine artery: involvement of bradykinin and nitric oxide. Br J Pharmacol.
2003;140(5):987-995.

Hansson T, et al. Molecular dynamics simulations. Curr Opin Struct Biol. 2002 Apr;12(2):190-6.
Ichihara A, et al. Renal renin-angiotensin system. Contrib Nephrol. 2004;143:117-130.

Karplus M, McCammon JA. Molecular dynamics simulations of biomolecules. Nat Struct Biol.
2002;9(9):646-652.

Kayashima Y, et al. The kallikrein-kinin system and oxidative stress. Curr Opin Nephrol Hypertens.
2012;21(1):92-96.

Kodama RT, et al. New proline-rich oligopeptides from the venom of African adders: Insights into the
hypotensive effect of the venoms. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - General Subjects, v. 1850 ,n. 6,
pp. 1180-1187, February, 2015.

Koulis C, et al. AT2R agonist, compound 21, is reno-protective against type 1 diabetic nephropathy.
Hypertension. 2015;65(5):1073-1081.

Li L, et al. Snake Venoms in Cancer Therapy: Past, Present and Future. Toxins, v. 10, n. 9, pp. 1-8,
August, 2018.

Lopez de Fez CM, et al. Mecanismos de hipertension en obesidad. An Sist Sanit Navar. 2004;27(2):211-
219.

30



Lu Q, et al. Snake venoms and hemostasis. Journal of Thrombosis and Haemostasis, v. 3, n. 8, pp. 1791-
1799, August, 2005.

Ma TK, et al. Renin-angiotensin-aldosterone system blockade for cardiovascular diseases: current
status. Br J Pharmacol. 2010;160(6):1273-1292.

Maiorov VN, Crippen GM. Significance of root-mean-square deviation in comparing three-dimensional
structures of globular proteins. J] Mol Biol. 1994 Jan 14;235(2):625-34..

Marinho AD, et al. Bothrops pauloensis snake venom-derived Asp-49 and Lys-49 phospholipases A2
mediates acute kidney injury by oxidative stress and release of inflammatory cytokines. 7oxicon.
2021;190:31-38.

Masuyer, et al. Molecular recognition and regulation of human angiotensin-I converting enzyme (ACE)
activity by natural inhibitory peptides. Sci Rep 2, 717 (2012).

Mente A, et al. Urinary sodium excretion, blood pressure, cardiovascular disease, and mortality: a
community-level prospective epidemiological cohort study. Lancet. 2018;392(10146):496-506.

Montinaro V, Cicardi M. ACE inhibitor-mediated angioedema. /nt Immunopharmacol. 2020;78:106081.

Moreau ME, et al. The Kallikrein-Kinin System: Current and Future Pharmacological Targets. Journal of
Pharmacological Sciences, v. 99, pp. 6-28, 2005.

Munawar A, et al. Comparative study to characterise the pharmaceutical potential of synthesised snake
venom Bradykinin-Potentiating Peptides in vivo. Curr Med Chem. 2022;
10.2174/0929867329666220203153051.

Muneer K, Nair A. Angiotensin-converting enzyme inhibitors and receptor blockers in heart failure
and chronic kidney disease: demystifying controversies. Indian Heart J. 2017;69(3):371-374.

Nakagawa T, et al. Transient mild cerebral ischemia significantly deteriorated cognitive impairment in
a mouse model of Alzheimer's disease via Angiotensin AT1 Receptor. Am J Hypertens. 2017;30(2):141-
150.

Oliveira CF, et al. Insights of local tissue damage and regeneration iduced by BnSP-7, a myotoxin
isolated from Bothrops (neuwiedi) pauloensis snake venom. Toxicon, v. 53, pp. 560-569, 2009.

Oliver E, et al. Beta-blockers: historical perspective and mechanisms of action. Rev Esp Cardiol (Engl Ed).
2019;72(10):853-862.

Ondetti M, et al. Design of specific inhibitors of angiotensin-converting enzyme: new class of orally
active antihypertensive agents. Science, v. 196, n. 4288 , pp. 441-444, 1977.

Panahpour H, et al. Candesartan attenuates ischemic brain edema and protects the blood-brain barrier
integrity from ischemia/reperfusion injury in rats. /ran Biomed J. 2014;18(4):232-238.

Patel VB, et al. Role of the ACE2/Angiotensin 1-7 axis of the Renin-Angiotensin System in heart
failure. Circ Res. 2016;118(8):1313-1326.

Paul M, et al. Physiology of local renin-angiotensin systems. Physio/ Rev. 2006;86(3):747-803.

Pettersen EF, et al. Chimera-a visualization system for exploratory research and analysis. J Comput
Chem. 2004 Oct;25(13):1605-12

Polakovi¢ova M, Jampilek J. Advances in structural biology of ACE and development of domain
selective ACE-inhibitors. Med Chem. 2019;15(6):574-587.

31



Povoa R, et al. I brazilian position paper on antihypertensive drug combination. Arg Bras Cardiol.
2014;102(3):203-210.

Prusty SK, et al. Angiotensin mediated oxidative stress and neuroprotective potential of antioxidants
and AT1 Receptor Blockers. Mini Rev Med Chem. 2017;17(6):518-528.

Qadri F, Bader M. Kinin B1 receptors as a therapeutic target for inflammation. Expert Opin Ther
Targets. 2018;22(1):31-44.

Ramasamy V, et al. Investigating the antifibrotic potential of N-acetyl seryl-aspartyl-lysyl-proline
sequence peptides. Clin Exp Pharmacol Physiol. 2021;48(11):1558-1565.

Rice GI, et al. Evaluation of angiotensin-converting enzyme (ACE), its homologue ACE2 and neprilysin
in angiotensin peptide metabolism. Biochem J. 2004;383(Pt 1):45-51.

Rodrigues VM, et al. Bactericidal and neurotoxic activities of two myotoxic phospholipase A2 from
Bothrops neuwiedi pauloensis snake venom. Toxicon, v. 44, pp. 305-314, 2004.

Rodrigues VM, et al. Bothrops pauloensis Snake Venom Toxins: The Search for New Therapeutic
Models. Current Topics in Medicinal Chemistry, v. 15, pp. 670-684, 2015.

Ruggenenti P. Dual renin-angiotensin system blockade for nephroprotection. Nephrol Ther. 2017;13
Suppl 1:S43-S45.

Ruilope LM, et al. The kidney and arterial hypertension. Drugs. 1993;46 Suppl 2:108-112.

Safar ME, et al. Interaction between hypertension and arterial stiffness. Hypertension. 2018
Oct;72(4):796-805.

Singh GM, et al. The age associations of blood pressure, cholesterol, and glucose: analysis of health
examination surveys from international populations. Circulation. 2012 May 8;125(18):2204-2211.

Tasoulis T, Isbiter G. A Review and Database of Snake Venom Proteomes. Toxins, v. 9, n. 9, pp. 1-23,
2017

Te Riet L, et al. Hypertension: renin-angiotensin-aldosterone system alterations. Circulation Research
March, 2015.

Tom B, et al. Bradykinin, angiotensin-(1-7), and ACE inhibitors: how do they interact?. Int J Biochem
Cell Biol. 2003;35(6):792-801.

Varvarousis D, et al. Cardiac arrhythmias in arterial hypertension. J Clin Hypertens (Greenwich).
2020;22(8):1371-1378.

Vickers C, et al. Hydrolysis of biological peptides by human angiotensin-converting enzyme-related
carboxypeptidase. J Biol Chem. 2002;277(17):14838-14843.

Wallace AC, et al. LIGPLOT- a program to generate schematic diagrams of protein-ligand
interactions. Protein Eng. 1995;8(2):127-134.

Welander H, et al. Abeta43 is more frequent than Abeta40 in amyloid plaque cores from Alzheimer
disease brains. J Neurochem. 2009;110(2):697-706.

Wettschureck N, Offermanns S. Mammalian G proteins and their cell type specific functions. Physiol
Rev. 2005;85(4):1159-1204.

World Health Organization (WHO) Hypertension: Key facts. 25 August 2021 [website]
(https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/hypertension accessed on 15 March 2022)

32



Xu X, et al. Hypotensive Peptides from Snake Venoms: Structure, Function and Mechanism. Current
Topics in Medicinal Chemistry,v. 15,n.7,2015.

Yan Y, et al. The HDOCK server for integrated protein-protein docking. Nat Protoc. 2020;15(5):1829-
1852.

33



