- l
SALAO DE mU|T|p|O [

INICIACAO CIENTIFICA dz 3
KXIX SIC  Z:se fz‘ig UNIVERSIDADE

NG

UFRGS [eeloielid inspiradora

Evento Saldo UFRGS 2017: SIC - XXIX SALAO DE INICIACAO
CIENTIFICA DA UFRGS

Ano 2017

Local Campus do Vale

Titulo Caracterizacao bioguimica, estrutural e farmacoldgica de um
novo inibidor de serino-proteinases isolado de Canavalia
ensiformis: Efeitos anti-inflamatdrios e inibitérios sobre
quimase de célula muscular lisa de aorta

Autor PAMELA ZANON

Orientador MARKUS BERGER OLIVEIRA




Caracterizacéo bioquimica, estrutural e farmacoldgica de um novo inibidor de
serino-proteinases isolado de Canavalia ensiformis: Efeitos anti-inflamatérios e
inibitorios sobre quimase de célula muscular lisa de aorta.

Pamela Zanon; Markus Berger

Laboratério de Bioquimica Farmacologica, Centro de Pesquisa Experimental, HCPA-UFRGS, Porto Alegre, RS.

Introducdo. Serino-proteinases como a quimase liberada por mastécitos ou mesmo a
produzida pelas células musculares lisas possuem um papel significativo na génese e
progressdo do aneurisma de aorta. No ambiente pré-inflamatorio essa enzima € capaz
ndo so de ativar as metaloproteinases de matriz como também gerar angiotensina Il
diretamente a partir da angiotensina I. Dessa forma, a quimase tem papel central, pois
reduz a sustentacdo da artéria pela degradacdo da matriz extracelular, aumenta a
proliferacdo das células musculares lisas e sustenta o processo inflamatorio pela geracao
de angiotensina Il. Neste trabalho descrevemos o isolamento e a caracterizagdo
farmacoldgica de um novo inibidor de quimase obtido das sementes da leguminosa
Canavalia ensiformis com potencial aplicacdo em modelos experimentais de aneurisma
de aorta. Metodologia. O inibidor foi purificado a partir de um extrato das sementes por
métodos de cromatografia de afinidade e a sequéncia de aminoacidos foi obtida por
espectrometria de massas. A acdo anti-inflamatdria foi avaliada in vivo em modelo de
permeabilidade vascular em ratos e in vitro em cultura de célula muscular lisa de aorta
de rato. Resultados e Conclusdes. O inibidor (denominado CETI) foi purificado por
cromatografia liquida e a espectrometria de massas mostrou uma sequéncia de
aminoacidos com alta homologia a inibidores do tipo Bowman-Birk. O inibidor
apresentou uma massa acurada de 8173 daltons determinada por MALDI-TOF. CETI
foi capaz de inibir tripsina (ICsp = 24.69 nM) e quimase (ICsy = 140 nM), mas nao
trombina, fator Xa, elastase ou calicreina. CETI é resistente a amplas variacdes de pH
(2-12) e temperatura (25-100°C), mas sensivel a agentes redutores devido a presenca de
pelo menos 7 pontes dissulfeto em sua estrutura. In vivo, CETI foi capaz de bloquear o
aumento de permeabilidade vascular e edema induzidos pela injecdo intradérmica do
composto 48/80 (um degranulador de mastécitos) em ratos. Dados preliminares
indicaram que o CETI inibe com eficiéncia semelhante & quimase intracelular de células
musculares lisas isoladas de aorta de rato previamente estimuladas em meio
hiperglicémico (glicose 25 mM). Atualmente estamos investigando se o CETI é capaz
de inibir a proliferacdo das células musculares lisas, a expressdo de metaloproteinases
de matriz e a producdo de angiotensina I1.
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