LABORATORIO DE

BIOQUIMICA Q@' HOSPITAL DE -‘/M””"f'-«.
ARG =) CLINICAS 57

$

/ Universidade: ez

te!
P XXXISIC

0 - ] PORTO ALEGRE RS ’.'”“”'f'
53\2% § LBF - HCPA - UFRGS
g ‘s"_ & 21 - 2 5 « OUTUBRO « CAMPUS DO VALE CENTRO DE PESQUISA EXPERIMENTAL - HOSPITAL DAS CLINICAS DE PORTO ALEGRE (HCPA-UFRGS)

ALTERNATIVAS FARMACOLOGICAS PARA O CONTROLE DA GERAGAO DE ANGIOTENSINA Il E

SUAS APLICAGOES PARA ALTERAGCOES VASCULARES

PAMELA ZANON, MARKUS BERGER.
Laboratorio de Bioquimica Farmacologica, Centro de Pesquisa Experimental, HCPA-UFRGS, Porto Alegre, RS.

Introducao —~ A B C

/ AGT \ AGT AGT \ 0159 coumase » ArPrsna 129 © Chymase 375t 20+ Figura 3. CETI é um inibidor de quimase tempo-dependente
Na VISa0 ClaSS|Ca do S|Stema A Renin » Renin-i« l Renin T CEn Y AAPF PNa + Chymase . 1.0 e 5 s (lento), competitivo e clas§|co. A CETI |~n|be chymase de manelra
. . . Nucleus Renin lv—Renm-l Nucleus g o s S tempo-dependente, ou seja, a incubagdo prévia (20 min) +E
renin a_angloten sina (R AS), a ANG | ANG | g 3 ° S "o favorece a atividade inibitéria. B. Razdo da velocidade de reagdo na
. - i ANG | < 0.054 e 0.44 = . presenga do inibidor (Vs) pela velocidade na auséncia de inibidor
ang|oten8|na Il (Ang ”) e :ﬁengrffoprsss‘o%hymasel l ACE ~ACE-i~ | ACE tTGF-b e 021 . (Vo) em diferentes concentragGes de chymase. C. Variag&o do IC50
~ . yP Py I t Collagen 0.004¢ . . . . 001 p - o = 0 pela concentragdo de chymase. Notar a inclinagdo proxima de zero,
gel'ada pela aQaO da enzima .\ ANG Il < > ANG Il / o Ti,::is) e e CETI (nM) Chymase (nM) indicando que CETI é um inibidor classico, seguindo as equagdes
. . = «<ANGIll» o de Michaelis-Menten. D. Gréfico de Lineweaver-Burk em diferentes
conversora de angIOtenSIna \ < A A \)/ j D %] 8 Hsem F concentragbes de substrato indicando que CETI € um inibidor
( AC E) : ARBs . = 2] < Km Kcat competitivo de chymase. E. Regresséo linear da inclinagéo (obtida
' Ca rdlomyocyte Fibroblast E sl & e E+S*=—= ES — E+P pelo gréfico de Lineweaver-Burk) versus a concentragao de inibidor
8 + para obtencdo do Ki verdadeiro. F. Esquema de inibicdo CETI-
Am J Physiol Heart Circ Physiol 294: H1675-H1684, 2008. § 109 I Chymase (inibicdo competitiva).
0.54
Evidéncias recentes vém sugerindo que possam existir vias alternativas de geracao de Ang I —— B o e
. . . v~ , . . . 3 P "' CETI (nM)
no ambiente intracelular em determinadas condigOes patologicas. Nesses casos a principal HISH X107 (el
enzima conversora de Ang ” e a qUImase. Em CondlgoeS de h|pergl|Cem|a, prOd UtOS Figura 4. CETI inibe quimase secretada por mastécitos isolados do peritonio de ratos
. ~ . ' . ~ A B C e reduz a permeabilidade vascular in vivo. (A) CETI inibe de maneira dose-dependente a
aVanQadOS de g|ICa(}aO pOdem atlvar QUImaSG, deSV|and0 tOda d rOta de geraQaO de Ang ”, 9 1 atividade tipo-chymase de um extrato preparado a partir de mastécitos isolados do peritdnio
. . . ~ , . = B e de ratos previamente estimulados pela injecio de carragenina (i.p). (B) A atividade
Causando hlpertrOﬂa e aumento de prO“feragaO em CQlUlaS mUSCU|areS ||SaS de Vasos § e g 6 p <0.05 ISR ) proteolitica da quimase obtida dos mastécitos peritoneais foi detectada em zimograma de
s E 190D8= 5 caseina. Coluna 1: extrato de mastocitos peritoneais; Coluna 2: extrato de mastocitos +
VSMC =00 76 KDa ==
( S) =8 % 4 g | S - CETI (80 nM). (C) CETI inibe o aumento da permeabilidade vascular induzida in vivo pela
§§.E | ﬁ g injecdo do composto 48/80, um degranulador de mastdcitos. Nesse caso, ratos foram
O3, s 3 injetados previamente via i.v com o corante azul de evans e, ap6s inje¢do subcutanea dos
w - >
s I:I sl w = estimulos (PBS, 48/80 ou 48/80+CETI e CETI) no dorso dos animais, a quantidade de
0 i kD corante extravasado no local da inje¢do foi quantificada por espectrofotometria. *p<0.05 vs
| s PBS 28 70 140 10x0a— oe 4850 aom0 opy  PBSIHP<0.05vs 48/80.
CETI (nM) +CETI

Objetivos

>

=
O
O

Neste trabalho descrevemos a caracterizagdo estrutural e farmacolégica de uma nova 0.61 am ormt L 5 067w ormat oL 5 oy L s _ 0] m ey
, . - . . s .?a BB High GLU (25 mM) é-‘___ @B High GLU (25 mM) — E = %
molécula capaz de bloguear a quimase e uma série de eventos mediados por Ang Il in vitro 5 0s - = 8 4 =8 Ll
e in vivo. 3 < $E g2 r g2
E‘E 0.2 . I ' gg 0.2- i E’f_’_ 107 E’g 101 -
(&) = £ g_" g
| s 0.0 - . - © ool i iii . -. i - " -
2 @ 8 20 40 40 = pes +CETI

Métodos Time e — A

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 adi¢do 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 concentragfes por 24h e a atividade de quimase foi medida. (C) Concentragéo
de Angiotensina Il (Ang Il) de VSMCs cultivadas em meio normo ou hiperglicémico apés diferentes tempos. (D) Concentragéo de Ang Il de VSMCs apds 24h em meio normo ou hiperglicémico tratadas com

Cromatografia de Afinidade PBS ou 40nM de CETI .*p<0.05 vs PBS (normal GLU); #p<0.05 vs PBS (High GLU).
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0 Figura 6. CETI reduz a proliferagao celular em meio hiperglicémico, mas nao é téxico para Figura 7. O meio hiperglicémico induz a produgido de espécies reativas de oxigénio (ROS) e o
H H B 6 2 M Molecular células vasculares de aorta. (A) VSMCs (linhagem A7r5) cultivadas em meio normo (5 mM glicose) CETI reduz esse efeito em células vasculares. (A) Os niveis de superdxido foram estimados em
/ Volume (mL) ou hiperglicémico (25 mM glicose) foram tratadas com diferentes concentracbes de CETlI e a VSMCs cultivadas em meio normo ou hiperglicémico tratadas ou ndo com CETI através da redugdo de
& proliferacdo celular foi estimada pelo ensaio de MTT apos 24h. (B) A toxicidade do CETI sobre as  NBT. (B) A produgéo de ROS total intracelular foi medida nas VSMCs cultivadas em meio normo ou
! VSMCs cultivadas em meio normo ou hiperglicémico foi estimada pela dosagem de LDH no hiperglicémico tratadas com PBS ou CETI através da oxidagdo da sonda fluorescente H2DCFDA ap6s
Cromatograﬁa de Troca-ibnica Caracterizagéo sobrenadante de cultura ap6s 24h. *p<0.05 vs PBS (normal GLU); #p<0.05 vs PBS (High GLU). 24h. *p<0.05 vs PBS (normal GLU); #p<0.05 vs F_’BS (High GLU). o ]
4 1 Figura 8. CETl reduz a migracdo de células
. DEAE-Sepharose Farmacologma A +PBS + CETI 40 nM +PBS + CETI 40 nM vasculares induzida em meio hiperglicémico. VSMCs
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induz migracdo 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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Figura 2. Caracterizagao 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 T 1‘ linacén
ndo redutoras; Coluna 2: CETIl em condigbes redutoras B. Nu-PAGE (6-20%) do CETI purificado. Coluna 1: CETI em condigdes n&o redutoras; Coluna 2: CETI em condigdes redutoras. : gat Esteqummetrla
C. Andlise de pureza e determinacdo da massa molecular monomérica por MALDI-TOF. D. A capacidade inibitéria do CETI sobre diferentes enzimas foi determinada utilizando I I thpU-dEpEI'IdEﬂtE (|.2)
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 » [:[]mpEtitiVﬂ
estrutura cristalografica do inibidor de sementes de soja (sp|P01055|IBB1_SOYBN). O modelo foi obtido no SWISS-MODEL (protein structure homology-modelling server, Agau

https://swissmodel.expasy.org/) e visualizados no Swiss PDB-Viewer. F. Cinética de progresséo de diferentes concentragdes do CETI pré-incubados com quimase (75 nM). A reag&o foi anti-inflamatéria

disparada pela adigéo do substrato AAPF-PNA. G. Estequiometria da interagdo CETI-quimase. H. Curva dose-resposta de inibigdo de quimase.
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