Efeitos De Um Novo Inibidor Peptidico De Quimase Sobre Alteragoes De Permeabilidade
Vascular, Proliferacdao E Migracdo De Células Da Musculatura Lisa De Aorta
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O aumento de permeabilidade vascular, proliferacdo e migracdo de celulas vasculares
ocorre em uma serie de eventos hipertroficos associados a alteracdes cardiovasculares

como hipertensao,

Insuficiéncia cardiaca, diabetes ou aneurisma de aorta [1]. A

angiotensina Il (Ang Il), que tem sua producdo aumentada em varias dessas condicoes,
pode ser gerada por quimase proveniente ndo s6 de células vasculares, mas também de

células inflamatorias como mastdocitos e neutrofils

High levels of
glucose
(hyperglycemia)

Neste trabalho  descrevemos a
caracterizacdo farmacoldgica de um
novo inibidor peptidico de serino-
proteinases obtido das sementes de
Canavalia ensiformes capaz de inibir
quimase de mastocitos e de células da
musculatura lisa de aorta.
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Figura 1. Papel da quimase no remodelamento
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O inibidor foi isolado por metodos de cromatografia liquida e caracterizado por
espectrometria de massas. As alteracoes vasculares foram estudadas in vivo em modelo de
permeabilidade vascular em ratos e in vitro em cultura de células da musculatura lisa de

aorta (linhagem A7r5).
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Figura 2. Caracterizagdo estrutural e bioquimica de um novo inibidor isolado de C. ensiformes (CETI). A. SDS-PAGE (6-20%) do CETI purificado.
Coluna 1: CETI em condigdes ndo redutoras; Coluna 2: CETI em condig¢Ges redutoras B. Nu-PAGE (6-20%) do CET]I purificado. Coluna 1: CETI em
condicdes ndo redutoras; Coluna 2: CETI em condicdes redutoras. C. Analise de pureza e determinacdo da massa molecular monomérica por MALDI-TOF.
D. A capacidade inibitoria do CETI sobre diferentes enzimas foi determinada utilizando substratos sintéticos especificos para cada uma delas. CETI foi
capaz de inibir especificamente tripsina e quimase. E. Modelo da estrutura tridimensional do CETI obtido por homologia a estrutura cristalografica do
inibidor de sementes de soja (sp|P01055|IBB1_SOYBN). O modelo foi obtido no SWISS-MODEL (protein structure homology-modelling server,
https://swissmodel.expasy.org/) e visualizados no Swiss PDB-Viewer. F. Cinética de progressao de diferentes concentraces do CETI pré-incubados com
quimase (75 nM). A reacéo foi disparada pela adicdo do substrato AAPF-PNA. G. Estequiometria da interagdo CETI-quimase. H. Curva dose-resposta de

inibicdo de quimase.
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Figura 3. CETI é um inibidor de quimase
tempo-dependente (lento), competitivo e
classico. A. CETI inibe chymase de maneira
tempo-dependente, ou seja, a incubacdo
prévia (20 min) I+E favorece a atividade
inibitéria. B. Razdo da velocidade de reacédo
na presenca do inibidor (Vs) pela velocidade
na auséncia de inibidor (Mo) em diferentes
concentracbes de chymase. C. Varia¢do do
IC50 pela concentracdo de chymase. Notar a
inclinacdo proxima de zero, indicando que
CETI € um inibidor classico, seguindo as
equacbes de Michaelis-Menten. D. Grafico
de  Lineweaver-Burk em  diferentes
concentracbes de substrato indicando que
CETI é um inibidor competitivo de
chymase. E. Regressao linear da inclinacédo
(obtida pelo grafico de Lineweaver-Burk)
versus a concentracdo de inibidor para
obtencdo do Ki verdadeiro. F. Esquema de
inibicdo CETI-Chymase (inibicédo
competitiva).
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Figura 4. CETI inibe quimase secretada por mastocitos isolados do peritdnio de ratos e reduz a permeabilidade vascular in vivo. (A) CETI inibe de
maneira dose-dependente a atividade tipo-chymase de um extrato preparado a partir de mastdcitos isolados do peritdnio de ratos previamente estimulados
pela injecdo de carragenina (i.p). (B) A atividade proteolitica da quimase obtida dos mastdcitos peritoneais foi detectada em zimograma de caseina.
Coluna 1: extrato de mastocitos peritoneais; Coluna 2: extrato de mastécitos + CETI (80 nM). (C) CETI inibe o aumento da permeabilidade vascular
induzida in vivo pela injecdo do composto 48/80, um degranulador de mastocitos. Nesse caso, ratos foram injetados previamente via i.v com o corante azul
de evans e, apds injecdo subcutanea dos estimulos (PBS, 48/80 ou 48/80+CETI e CETI) no dorso dos animais, a quantidade de corante extravasado no
local da injecdo foi quantificada por espectrofotometria. *p<0.05 vs PBS; #p<0.05 vs 48/80.
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Figura 6. CETI reduz a proliferacdo celular em meio hiperglicémico,
mas nado € toxico para células vasculares de aorta. (A) VSMCs (linhagem
ATr5) cultivadas em meio normo (5 mM glicose) ou hiperglicémico (25 mM
glicose) foram tratadas com diferentes concentracdes de CETI e a
proliferacdo celular foi estimada pelo ensaio de MTT apo6s 24h. (B) A
toxicidade do CETI sobre as VSMCs cultivadas em meio normo ou
hiperglicémico foi estimada pela dosagem de LDH no sobrenadante de
cultura apos 24h. *p<0.05 vs PBS (normal GLU); #p<0.05 vs PBS (High

GLU).
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Figura 5. O meio hiperglicémico induz a atividade de quimase em
células vasculares de aorta e o CETI é capaz de bloquear esse
efeito. (A) Células da musculatura lisa vascular de aorta de rato
(VSMCs) da linhagem A7r5 foram cultivadas em meio normo (5 mM
glicose) ou hiperglicémico (25 mM glicose) e a atividade de quimase
foi medida pela adicdo do substrato AAPF-PNA apds diferentes
tempos de cultivo. (B) VSMCs cultivadas em meio normo ou
hiperglicémico foram tratadas com PBS ou CETI em diferentes
concentracfes por 24h e a atividade de quimase foi medida. *p<0.05
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Figura 7. O meio hiperglicémico induz a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e o CETI reduz esse efeito em células
vasculares. (A) Os niveis de superoxido foram estimados em VSMCs
cultivadas em meio normo ou hiperglicémico tratadas ou ndo com
CETI através da reducdo de NBT. (B) A producdo de ROS total
intracelular foi medida nas VSMCs cultivadas em meio normo ou
hiperglicémico tratadas com PBS ou CETI através da oxidacdo da
sonda fluorescente H2DCFDA ap6s 24h. *p<0.05 vs PBS (normal
GLU); #p<0.05 vs PBS (High GLU).
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Figura 8. CETI reduz a migracéo de células vasculares induzida em meio hiperglicémico. VSMCs (linhagem A7r5) cultivadas em meio normo (5
mM glicose) ou hiperglicémico (25 mM glicose) foram tratadas com CETI (40 nM) ou PBS e a migracdo foi estimada pelo ensaio de wound healing
onde uma fenda é feita na monocamada e a taxa de migracdo € medida pela area ndo ocupada pelas células. (A) Imagens representativas das VSMCs em
meio normo ou hiperglicémico 0 e 24h apds o tratamento. (B) Quantificacdo da area da fenda ocupada pelas células (estimativa de migracao celular). O
meio hiperglicémico induz migragéo e o bloqueio de quimase pelo CETI reduz esse estimulo. *p<0.05 vs PBS (normal GLU); #p<0.05 vs PBS (High

GLU).
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Apoio: CNPg-Universal, CAPES e FIPE-HCPA.
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