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RESUMO

Na visdo classica do sistema renina-angiotensina (RAS), a angiotensina II (Ang II) é
gerada pela acdo da enzima conversora de angiotensina (ACE). Evidéncias recentes vém
sugerindo que possam existir vias alternativas de geracdo de Ang Il no ambiente intracelular
em determinadas condig¢des patologicas. Nesses casos a principal enzima conversora de Ang
IT ¢ a quimase. Em condicdes de hiperglicemia, produtos avancados de glicacdo podem ativar
quimase, desviando toda a rota de gera¢do de Ang II, causando hipertrofia e aumento de
proliferacdo em células musculares lisas de vasos (VSMCs). Neste trabalho descrevemos a
caracterizacdo estrutural e farmacoldgica de uma nova molécula capaz de bloquear a quimase
e uma série de eventos mediados por Ang Il in vitro e in vivo. A molécula capaz de inibir
quimase foi isolada das sementes de Canavalia ensiformis, apos precipitacdo com sulfato de
amoOnio e métodos de cromatografia de troca anidnica e afinidade em coluna de tripsina-
sepharose. A estrutura do peptideo isolado foi caracterizada por espectrometria de massas e
métodos de modelagem molecular. O processo de inibi¢do foi caracterizado com substrato
sintético cromogénico para quimase e tripsina. As alteragdes 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-VSMCs). A nova molécula (denominada CETI)
possui massa molecular de 8.173 daltons, ¢ um trimero em solu¢do aquosa, a estrutura ¢ rica
em cisteinas, resistente as variagdes de temperatura e pH e apresenta duas algas inibitorias,
uma capaz de inibir tripsina (IC50 21,68 nM) e outra capaz bloquear quimase (IC50 13,80
nM). E um inibidor competitivo de quimase e nio-competitivo de tripsina. CETI bloqueia a
geracdo de Ang II mediada por quimase humana e a atividade tipo-quimase de mastdcitos
isolados do peritonio de ratos. Também reduz a permeabilidade vascular induzida por um
degranulador de mastocitos (composto 48/80) in vivo. VSMCs cultivadas em meio
hiperglicémico (glicose 25 mM) apresentam um aumento na geragdo intracelular de Ang II
que ¢ reduzida apos o tratamento prévio com CETI. O inibidor também atenua uma série de
eventos mediados por Ang II em VSMCs, tais como migragdo, proliferacdo e geragdo de
espécies reativas de oxigénio. Neste trabalho descrevemos a caracterizagdo inédita de uma
molécula capaz de bloquear uma via ndo-classica do RAS, tendo, possivelmente aplicacao

terapéutica promissora em desordens vasculares.

Palavras-chave: Inibidor, quimase, tripsina, aneurisma de aorta, angiotensina, Bowman-

Birk, mastocitos.



ABSTRACT

In the classical view of the renin-angiotensin system (RAS), angiotensin II (Ang II) is
generated by the action of angiotensin converting enzyme (ACE). Recent evidence suggests
that there are alternatives for the generation of Ang II in the intracellular environment under
pathological conditions. In such cases, the major Ang II converting enzyme is a chymase. Under
conditions of hyperglycemia, advanced glycation products can activate chymase, disable the
entire ang II generation pathway, cause hypertrophy, and increase vessel smooth muscle cell
proliferation (VSMCs). In this workr, we described the structural and pharmacological
characterization of a novel molecule able to blocking chymase and a series of Ang II-mediated
events in vitro and in vivo. A molecule able of inhibiting chymase and trypsin was isolated from
Canavalia ensiformes seeds after ammonium sulfate precipitation, anion exchange
chromatography and affinity chromatography in trypsin-sepharose column. The isolated
peptide structure was characterized by mass spectrometry and molecular modeling methods.
The inhibition process was characterized with chromogenic synthetic substrates for chymase
and trypsin. Vascular changes were also studied in vivo by rat vascular permeability model and
in vitro with the aortic smooth muscle cells in culture (A7r5-VSMCs). The new molecule
(named as CETI) has a molecular mass of 8,173 Daltons, is a trimer in solution, its structure is
rich in cysteines, resistant to temperature and pH variations and has two inhibitory loops, one
being able to inhibit trypsin (IC50 21.68 nM), and another able to block chymase (IC50 13.80
nM). It is a competitive chymase inhibitor and noncompetitive inhibitor of trypsin. CETI blocks
human chymase mediated-Ang II generation and chymase-like activity of mast cells isolated
from rat peritoneum. It also reduces vascular permeability induced by a mast cell degranulator
(compound 48/80) in vivo. VSMCs cultured in hyperglycemic medium (25 mM glucose) show
an increase in intracellular Ang Il generation which is attenuated after prior treatment with
CETI. The inhibitor also attenuates a number of Ang II-mediated events in VSMCs, such as
migration, proliferation, and generation of reactive oxygen species. In this work, we describe
for the first the characterization of a molecule able to block a non-classical RAS pathway,

possibly having promising therapeutic application in vascular disorders.

Keywords: Inhibitor, chymase, trypsin, aortic aneurysm, angiotensin, Bowman-Birk, mast

cells.
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1. INTRODUCAO

Juntamente com a noradrenalina, vasopressina e endotelina, a angiotensina II (Ang II)
¢ um dos mais potentes hormonios pressoricos sistémicos produzidos no organismo. A Ang II
¢ um peptideo de 8 aminodcidos (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe) gerado no plasma por
proteolise limitada através da agdo da renina e da enzima conversora de angiotensina (ECA).
Na visdo mais classica do sistema renina-angiotensina, a renina atua diretamente sobre o
angiotensinogénio liberando angiotensina I (Ang I) e a ECA cliva entdo a Ang I gerando Ang
II (Fig. 1) (FERRARIO, 2006; BADER, 2010). A Ang II exerce efeito pressorico
principalmente sobre a vasculatura coronariana, renal, cerebral e adrenal (NEHME et al., 2015;
NEHME et al.,2019). Em condigdes fisioldgicas normais, o organismo responde a uma redugao
de pressdo arterial, reducdo de volume circulante ou reducdo de sodio, através da liberagao de
renina pelas células mesangiais do aparato justaglomerular dos rins. Uma vez liberada a renina
atuara na formacao de Ang II que, portanto, exercera o efeito pressorico por desencadear uma
série de eventos, entre eles: i. aumentar a liberagdo de aldosterona, reduzindo a excre¢do renal
de sddio e agua; ii. aumentar a resisténcia da arteriola eferente nos rins; iii. aumentar a expressao
de transportadores de sddio nos tibulos renais, aumentando assim a reabsor¢do de sddio e iv.
estimular a liberacdo de vasopressina pela hipofise e a sensacdo de sede (EGUCHI et al., 2018;

SIEVERS & ECKARDT, 2019).

Em um organismo saudével diferentes eixos contra-regulatérios vasodilatadores (como
o sistema das cininas, por exemplo) também atuam concomitantemente garantindo a
homeostasia do sistema vascular (Fig. 1) (MARCEAU & REGOLI, 2004). No entanto, em
determinadas situagdes patologicas pode ocorrer um aumento na geragdao de Ang II. De fato, a
ideia de que niveis circulantes excessivos de Ang II estdo associados as doengas
cardiovasculares surgiu no inicio da década de 70 quando se observou que a infusdo de Ang II
em coelhos causava infarto agudo e necrose do miocardio (GAVRAS et al., 1971). A partir de
entdo varios dados epidemioldgicos vem apontando para a existéncia clara de associagdo entre
os niveis circulantes de Ang Il e o risco de eventos cardiovasculares, mais especificamente com
hipertrofia e remodelamento cardiaco, hipertensdo, arritmias cardiacas, disfun¢cdo endotelial,
remodelamento vascular, aterosclerose, diabetes, trombose, nefropatias e aneurisma

(FERRARIO, 2006).
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Figura 1. Visdo classica do sistema renina-angiotensina e calicreina-cininas. Representagdo classica dos
principais zimogénios, enzimas, peptideos vasoativos e receptores dos sistemas renina-angiotensina e calicreina-
cininas. Fonte: Modificado de Nehme et al., 2019.

Muito além da fun¢ao hormonal sistémica de controle do volume do fluido extracelular
e pressdo, a Ang II atua diretamente nas células endoteliais e musculares lisas de vasos através
da acdo principal sobre o receptor AT1 (Fig. 1). Talvez seja exatamente essa ativagdo via ATIR
que torne mais clara a participagdo da Ang II na fisiopatologia das doencas vasculares
(SANTOS et al.,2000). A ativagdo do ATIR pela Ang I em células vasculares leva ao aumento
de proliferacdo, hipertrofia e hiperplasia, aumenta a capacidade migratdria das células, ativa a
NADPH oxidase e aumenta a producdo de superoxido, estimula a translocacdo de NF-kB ao
nucleo e o aumento na expressao de citocinas pro-inflamatodrias e também leva ao aumento na

expressao de moléculas de adesao celular e fibrose, como TGF-B (EGUCHI et al., 2018).

Uma série de evidéncias experimentais recentes vém demonstrando que elementos do
sistema renina-angiotensina estao ativos ndo somente no plasma ou no intersticio, mas também
no ambiente intracelular onde participam efetivamente na geracdo de segundos mensageiros,
ativacdo de receptores e sinaliza¢do celular (LAVRENTYEV et al., 2007; SUN et al., 2009;
SINGH et al., 2008; FROOGH et al., 2016). Vias alternativas de ativagao do sistema renina-
angiotensina e de gerag¢do de Ang II, por exemplo, sdo diferencialmente reguladas em diferentes

tipos de células e em determinadas condigdes patoldgicas especificas. Células da musculatura
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lisa vascular e cardiomidcitos em ambientes hiperglicémicos acabam ativando vias alternativas
do sistema renina-angiotensina onde a principal enzima responsavel pela liberagcao de Ang II ¢
a quimase ¢ ndo a ECA (Fig. 2) (LAVRENTYEV et al., 2007). A quimase ¢ uma serino-
proteinase do tipo-quimotripsina que ¢ expressa principalmente em células do sistema
cardiovascular (cardiomidcitos e células da musculatura lisa vascular), renal (células
mesangiais) e em células inflamatérias como neutréfilos e mastocitos (DELL’ITALIA ef al.,
2018). Em condicdes de hiperglicemia, produtos avangados de glicacdo (AGE’s) comumente
gerados no processo acabam ativando a producdo de espécies reativas de oxigénio e vias de
sinalizacdo como a ERK 1/2 que aumentam a expressdo de quimase, tornando essa enzima a
principal fonte de gera¢do de Ang II (LAVRENTYEV et al., 2007). J4 em condigdes
normoglicémicas a expressao de quimase ndo ¢ induzida e a ECA passa a ser a principal enzima
liberadora de Ang II (Fig. 2) (LAVRENTYEV et al., 2007; FROOGH et al., 2017). Além da
quimase uma série de outras enzimas parecem participar do metabolismo das angiotensinas no
ambiente intracelular, como a catepsina D que cliva o angiotensinogénio gerando Ang I e
também as aminopeptidases acida, basica e neutra que participam das vias de degradagdo de

Ang II e regulam a meia-vida desses peptideos (Fig. 3) (NEHME et al., 2019).

tPA(?)

(?)Cathepsin D
T

s - main pathway for Angll formation in presence of NG
s = main pathway for Angll formation in presence of HG
e - Angll degradation

Figura 2. Vias alternativas de geraciio de Ang II em células da musculatura lisa vascular e cardiomidcitos
em condi¢des de hiperglicemia. Em meio hiperglicémico (HG) a quimase (rVCh) passa a ser a principal via de
geracdo intracelular de Ang II e ndo a enzima conversora de angiotensina (ECA ou ACE), que atua na formagéo
de Ang II principalmente no ambiente extracelular e em condi¢des normoglicémicas. Fonte: LAVRENTYEV et
al.,2007.

A Ang Il intracelular gerada via quimase participa principalmente na regulacdo positiva

de eventos de proliferacdo e migragdo celular e aumento na produgdo de espécies reativas de
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oxigénio. No diabetes a Ang II intracelular estimula a proliferacdo e migracao das células da
musculatura lisa vascular aumentando o espessamento da parede do vaso e favorecendo a
deposicao e acumulo de células inflamatdrias, adesdo plaquetdria e formagdo de trombos
(DELL’ITALIA et al., 2018). No aneurisma de aorta a Ang II gerada via quimase também
participa de mecanismo semelhante estimulando proliferacdo e migragao de células vasculares,
mas, nesse caso especifico, a propria quimase ainda pode contribuir para o quadro patolédgico,
uma vez que ¢ uma das enzimas ativadoras do pr6-TGF- e também da pro-metaloproteinase
de matriz-9 (MMP-9) (NOSOUDI et al., 2015) (Fig. 4). Nesses casos, a quimase que ativa as
MMPs acabam sendo provenientes ndo s das células vasculares, mas também de mastdcitos e
neutrdfilos que sdo atraidos para a regido de inflamagdo cronica que se forma em torno do
aneurisma. A MMP-9 ativa degrada a matriz extracelular perivascular e, juntamente com o
aumento de proliferacdo das células vasculares e inflamagao, contribui sobremaneira para a
progressdo e rompimento do vaso no caso de um aneurisma (LONGO et al., 2002) (Fig. 4).
Todos esses eventos fazem da quimase um alvo interessante para o controle alternativo da
geracdo de Ang II. Importante mencionar que alguns estudos j& indicam que os inibidores da
ECA, classicamente utilizados como forma de tratamento, podem ndo ser a indica¢do
terapéutica mais acertada, ja que a Ang Il se forma majoritariamente de forma independente da

ECA (INOUE et al., 2009).
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Vasoconstrigdo Cardiomidcito Fibroblastos
Retencdo agua/Na* 1 Expressdo génica N TGF-B

/N Fluxo sanguineo cerebral 1 Hipertrofia 1 Colageno

/N Absorgdo de glicose T

Figura 3. Visio atualizada do sistema renina-angiotensina. Representagdo esquematica das principais enzimas
e vias de metabolizacdo e geracdo das angiotensinas. ECA, enzima conversora de angiotensina; NEP,
endopeptidase neutra; APA, aminopeptidase A; APB, aminopeptidase B; APM, aminopeptidase M; APN,
aminopeptidase N. Fonte: Modificado de NEHME et al., 2019.

Uma revisdo recente apontou a existéncia de cerca de 7 patentes da industria
farmacéutica para novas moléculas inibidoras de quimase (AHMAD & FERRARIO, 2018). A
maioria delas sdo derivados de quinazolinedionas ou benzimidazolonas e até o momento apenas
uma molécula sintetizada pela Bayer Pharma (Fulacimstat - BAY1142524) evoluiu para
estudos clinicos de fase I e II para tratamento de infarto agudo do miocéardio com disfunc¢ao
ventricular esquerda (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02976467) e doenca renal do diabetes
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03412006) (DUNGEN et al., 2019; KANEFENDT et al.,
2019).
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ECM Homeostasis Inflammation
- Activates TGF- - Activates IL-6, IL-1B, IL-18
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n 5
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Figura 4. Multiplas funcdes da quimase. Além ser uma via alternativa de geragdo de Ang II, a quimase ainda
cliva uma série de zimogénios gerando as formas ativas de metaloproteinases de matriz (MMPs), interleucinas,
fatores de crescimento e também participa na degradacdo de diferentes proteinas de matriz extracelular. Fonte:
DELL’ITALIA et al., 2018.

Com relagao a produtos de origem natural, inibidores de serino-proteinases encontrados
em sementes de leguminosas sdo também alternativas interessantes. Particularmente aqueles da
classe dos inibidores do tipo Bowman-Birk (IBB) (Fig. SA) podem ser promissores, ja que
possuem baixa massa molecular (variando de 8 a 12 kDa), estabilidade frente a amplas
variagdes de pH e temperatura, resisténcia a degradacdo enzimatica, alta especificidade,
solubilidade em 4gua e biodisponibilidade oral (MCBRIDE et al., 2002; QU et al., 2003). Outra
caracteristica da classe dos IBB ¢ a presen¢a de mais de um dominio inibitdrio na estrutura, que
permite a inibicdo de duas serino-proteinases iguais ou diferentes de forma independente
(GROSSE-HOLZ & VAN DER HOORN, 2016) (Fig. 5B). De uma maneira geral, a estrutura
dos inibidores da classe ¢ conservada podendo ocorrer arranjos na forma de dimeros ou trimeros
em solu¢do e apresentando em cada dominio inibitorio uma alga reativa, unida por uma ponte
de dissulfeto entre cisteinas opostas. Essas regides inibitorias sdo semelhantes ao sitio alvo das
proteases no substrato natural e ficam expostas na molécula permitindo uma facil interagdo
entre o inibidor e enzima, formando um complexo ndo-covalente que torna a enzima inativa
(LASKOWSKI & KATO, 1980). Os inibidores normalmente apresentam na posicao P1 da
primeira alca reativa residuos de lisina ou arginina que conferem maior afinidade de ligag¢do a
enzimas tipo-tripsina, enquanto a segunda alca pode apresentar na posi¢do P1 residuos de
aminoacidos que conferem ligagdo a outros tipos de serino-proteases (MCBRIDE et al., 2002)
(Fig. 5B). Os IBB possuem amplo potencial de aplica¢do terapéutica principalmente em
condi¢des inflamatdrias, pro-trombdticas, em infecgdes fungicas e como anti-tumorais
(SAMPAIO et al., 1996; PAIVA et al., 2006; OLIVA & SAMPAIO, 2009; SATO et al., 2012;
SRIKANTH & CHEN, 2016; MEHDAD et al., 2016).
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Figura 5. Estrutura tridimensional de um IBB. A. Estrutura cristalografica do mondémero de um IBB isolado
de sementes de soja (sp/P01055|IBB1_SOYBN). B. Configuracdo de um IBB complexado a duas diferentes serino-
proteinases (em verde tripsina; em rosa quimotripsina) através das algas reativas (setas vermelhas). Fonte:
SRIKANTH & CHEN, 2016.

Neste trabalho, descrevemos pela primeira vez um IBB com estrutura inédita capaz de
inibir tripsina em uma das alcas reativas e quimase na outra. Esse inibidor foi obtido das
sementes de Canavalia ensiformis, que ¢ uma leguminosa popularmente conhecida como
feijdo-de-porco (Fig. 6). A espécie ocorre por extensas areas desde a América Central até a
América do Sul, onde por vezes € utilizada como cultura de rotatividade, ndo s6 por crescer em
terrenos com baixa produtividade, mas por atuar como fitorremediadora, recuperando areas
contaminadas por cobre e aluminio pela capacidade de adsorver em suas raizes metais pesados
(YANG et al., 2016; SANTANA et al., 2019). Apesar da alta capacidade produtiva da C.
ensiformis, suas folhas e frutos ndo sdo indicados para consumo in natura por apresentar
toxicidade comprovada em animais (CARLINI & GUIMARAES, 1981; UDEDIBIE &
CARLINI, 1998). Estudos fitoquimicos mostraram que a semente de feijdo de porco contém
saponinas cianogénicas, glicosideos, terpenoides, alcaldides e acido tanico, além de proteinas e
peptideos toxicos como a canotoxina, associada a alteracdes no sistema nervoso central de

animais (CARLINI et al., 1984).

Figura 6. Aspectos morfologicos da C. ensiformis e suas sementes. Fonte: HEUZE & TRAN, 2015.
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Tendo como base a experiéncia prévia do nosso grupo de pesquisas com a identificagdo
e caracterizacdo bioquimica e farmacoldgica de moléculas proteicas e peptideos bioativos
obtidos de fontes naturais (BERGER et al., 2008; DAHMER et al., 2012; DE PAULA et al.,
2013; BEYS-DA-SILVA et al., 2014; BERGER et al., 2015; TIRLONI et al., 2019), neste
trabalho propomos avangar nas pesquisas sobre o IBB de C. ensiformis caracterizando a sua
estrutura, 0 mecanismo cinético de inibi¢do de quimase e o seu mecanismo de agdo in vitro em
célula muscular lisa de aorta e in vivo em modelo de permeabilidade vascular em ratos. Como
o controle das vias alternativas de geragdo de Ang II ¢ tdo importante na fisiopatologia de
diferentes doengas cardiovasculares, acreditamos que os resultados aqui apresentados nos

fornegam subsidios para o avanco no desenvolvimento dessa nova molécula.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Isolar e caracterizar um novo inibidor de quimase do tipo Bowman-Birk obtido de Canavalia

ensiformis e investigar o seu mecanismo de ago in vitro em célula muscular lisa de aorta e in

vivo em modelo animal de permeabilidade vascular.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

R/
A X4

X/
°e

X/
°e

X/
°e

X/
°e

X/
°e

X/
°e

Purificacdo, sequenciamento e caracterizacgao estrutural do inibidor de quimase a partir das
sementes de Canavalia ensiformis;

Caracterizagdo cinética, determinacdo do mecanismo bioquimico de inibigdo e
especificidade;

Determinacdo da estabilidade e dos residuos de aminoacidos importantes para a atividade
biologica;

Efeitos do inibidor sobre proteases secretadas por mastdcitos;

Efeitos anti-inflamatérios do inibidor de quimase em modelo de permeabilidade vascular
em ratos;

Efeitos do inibidor sobre a proliferagdo, migracao e atividade de quimase intracelular em
células de musculo liso de aorta cultivadas em meio hiperglicEémico;

Efeitos do inibidor sobre a producao de espécies reativas de oxigénio em células de musculo

liso de aorta cultivadas em meio hiperglicémico.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 DROGAS E REAGENTES

Tripsina humana, quimase de rato, 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo de
difeniltetrazélio (MTT), DTNB (5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid)), NBT (Nitroblue
Tetrazolium), carragenina e os substratos cromogénicos para quimase (Ala-Ala-Pro-Phe-p-
nitroanilida) e tripsina (N-Benzoil-DL-Arg-p-nitroanilida) foram obtidos comercialmente da
Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA). A sonda CM-H2DCFDA (DCF) e os insumos utilizados
em cultura de células: Penicilina/estreptomicina, EDTA, tripsina, soro fetal bovino e os meios
de cultura (meio Eagle modificado por Dulbecco - DMEM) enriquecidos com 5 ou 25 mM de
glicose foram obtidos da Life Technologies (Carlsbad, CA, USA). As colunas e/ou resinas
cromatograficas utilizadas (Q-sepharose e tripsina-sepharose) foram obtidas da GE Healthcare
(Chicago, Illinois, USA). Demais reagentes utilizados foram todos de grau analitico obtidos de

fontes comerciais.
3.2 ISOLAMENTO

As sementes de Canavalia ensiformis foram fornecidas pela professora Renata Cristina
de Sousa Ramos que ¢ coordenadora do Instituto Tecnologico em Alimentos para a Saude —
ITT Nutrifor da Universidade do Vale do Rio dos Sinos (UNISINOS). As sementes foram
primeiramente desinfectadas por imersao em hipoclorito de s6dio 1% e maceradas em moinho
de facas na presenca de tampao tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5. Foi realizado um
primeiro fracionamento por precipitacdo com sulfato de amdnio, seguido de métodos classicos
de purificagdo por cromatografia liquida em sistema FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography). As fracdes com atividade inibitdria sobre tripsina obtidas por cromatografia
de troca-anidnica em resina Q-sepharose foram combinadas e filtradas em ultrafiltros com
cutoff de 30 kDa. Foi realizado uma segunda etapa de purificagdo com cromatografia de
afinidade em coluna tripsina-sepharose, onde o inibidor foi eluido com HCI 100 mM por
redu¢do do pH do meio e novamente as fracdes com atividade inibitoria para tripsina foram
combinadas e filtradas em ultrafiltro com cutoff de 3 KDa. A homogeneidade da preparagdo foi
confirmada por eletroforese em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE 6-20 %) e nativas (Nu-

PAGE 6-20 %) na presenca e ausénica de f-mercaptoetanol. O inibidor isolado foi denominado
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CETI (Canavalia ensiformis tripsin inhibitor) ¢ a massa molecular foi determinada por

MALDI-TOF/TOF (Bruker, USA) no ITT-Nutrifor, UNISINOS.
3.3 SEQUENCIAMENTO E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

A sequéncia de aminoéacidos do CETI foi determinada por espectrometria de massas no
laboratorio do Dr. John Yates III, localizado no The Scripps Research Institute - LalJolla,
California, USA contando também com a colaboragdo dos Profs. Walter Orlando Beys da Silva
e Lucélia Santi da Faculdade de Farmacia da UFRGS. Os peptideos gerados por digestao
triptica foram carregados em um sistema LTQ-XL-Orbitrap (Thermo Fisher, USA), conforme
protocolo j& descrito na literatura (WASHBURN et al., 2001). Os espectros MS/MS foram
analisados, com tolerancia de 3 Da, utilizando o pacote de andlises IP2
(www.integratedproteomics.com) para a quantificagdo e identificacdo da proteina isolada.
Como banco de dados para a identificacdo foram utilizadas as sequéncias de proteinas

depositadas no UniProt (www.uniprot.org) (CARVALHO et al., 2008). A sequéncia de

aminodcidos obtida foi alinhada e comparada com a de outros inibidores da mesma classe
isolados de leguminosas e ja disponivel nos bancos de dados publicos. Um modelo da estrutura
tridimensional do inibidor foi construido utilizando como base a estrutura cristalografica de
moléculas homologas. Os modelos foram obtidos no SWISS-MODEL (protein structure

homology-modelling server, https://swissmodel.expasy.org/) e visualizados no Swiss PDB-

Viewer.
3.4 CARACTERIZACAO DA CINETICA DE INIBICAO

Tripsina humana ou quimase de rato purificadas foram incubadas com diferentes
concentragdes do CETI (0 — 250 nM) em 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 8,0 e a atividade
enzimatica residual foi determinada pela adi¢do de 0,2 mM dos substratos cromogénicos
sintéticos especificos para quimase (Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida) ou tripsina (N-Benzoil-
DL-Arg-p-nitroanilida). A cinética de formagio de p-nitroanilina foi monitorada & 37 "C pelo
aumento da absorbancia a 405 nm com leituras a cada 14 seg durante 40 min em um leitor de
microplacas (SpectraMAX 250, Molecular Devices, Sunnyvale, USA). O tempo de resposta
para inibi¢do enzimatica foi avaliado adicionando ao substrato uma mistura da enzima-+inibidor
sem incubagdo prévia ou através da incubagdo prévia da enzima-+inibidor por 20 min a 37 °C.
Os dados de velocidade ou atividade enzimatica residual versus concentragdo de inibidor foram
utilizados para os calculos de IC50 e Ki. O mecanismo de inibicdo para quimase foi

determinado seguindo o método de Lineweaver-Burke e as equagdes classicas de Michaelis-



22

Menten para inibidores competitivos. Para o0 mecanismo de inibi¢ao de tripsina foi utilizada a
equacao de Morrison para inibidores ndo-classicos (CALVO et al., 2011). A especificidade do
inibidor (140 nM) foi também determinada pela sua capacidade em bloquear uma série de outras
serino-proteinases (40 nM), entre elas, quimotripsina, elastase, trombina, fator Xa, calicreina e

plasmina.

3.5 INIBICAO DA GERACAO DE ANGIOTENSINA II POR QUIMASE HUMANA

Quimase humana CMA1 (35 nM) foi incubada a 37 °C na presenga ou auséncia do CETI
(10 — 250 nM) com o substrato natural da enzima, a angiotensina [ (MW 1296 Da). Apds 30
min aliquotas foram retiradas do meio reacional e a analise dos fragmentos foi imediatamente
realizada por espectrometria de massas em um MALDI-TOF mass spectrometer
(Shimadzu/Kratos) com capacidade para determinacao acurada de peptideos menores de 3 kDa.
A formacdo de angiotensina II foi monitorada pelo surgimento de um pico com massa

correspondente a 1046 Da e reducdo do pico correspondente a angiotensina I (pico de 1296 Da).
3.6 ESTABILIDADE ESTRUTURAL

A estabilidade do CETI frente a variagdes de pH, temperatura e presenca de agentes
redutores. Foi determinada através de ensaio enzimatico para tripsina utilizando o substrato
cromogénico N-Benzoil-DL-Arg-p-nitroanilida seguindo o procedimento descrito acima no
item 3.4. O CETI (70 nM) foi incubado em diferentes temperaturas entre 37 e 100° C por 30
min, e a atividade inibitoria contra tripsina foi determinada apos o resfriamento do inibidor até
a temperatura ambiente. Para analisar o efeito do pH, o CETI (70 nM) foi incubado por 30 min
a 37 ° C nos seguintes tampdes na concentragdo final de 50 mM: glicina-HCI (pH 2,2), acetato
de sodio (pH 4,0), fosfato de sédio (pH 6,0), Tris-HCI (pH 7,5), Tris-HCI (pH 8,0) e glicina-
NaOH (pH 10). Apds a incubagdo, a atividade residual da tripsina foi determinada. Para analisar
o efeito do agente redutor, o CETI (70 nM) foi incubado com diferentes concentragdes de

dithiothreitol (DTT 0,1 a 1,0 mM) previamente a determinac¢do da atividade residual de tripsina.
3.7 ENSAIOS IN VIVO
3.7.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Todos os procedimentos envolvendo animais foram realizados de acordo com a

legislacdo vigente no Brasil, Lei 11.794/2008, que estabelece os Procedimentos para o Uso
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Cientifico de Animais e com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagcdo de Animais
para Fins Cientificos e Didaticos — DBCA (2013). Os modelos experimentais utilizados ainda
seguiram as recomendacdes do Guia de Principios no Uso de Animais em Toxicologia

(International Society of Toxicology, www.toxicology.org). Foram utilizados ratos machos

(espécie: Rattus novergicus) da linhagem Wistar (60 dias, 250-300 g). Os roedores sao modelos
experimentais bem estabelecidos para os estudos de inflamacgao e alteragdes vasculares por ser
uma espécie de facil manejo e permitir a comparagao e reprodutibilidade dos resultados (PINTO
etal., 1995; KOTSYFAKIS et al., 2006; OLIVA & SAMPAIO, 2009; CHMELAR et al., 2011).
Os animais foram obtidos de acordo com os critérios da Unidade de Experimentacdo Animal
do HCPA (UEA/HCPA). Apds a obtengdo dos animais, os mesmos foram mantidos pelo
periodo minimo de 15 dias para adaptacdo no biotério UEA/HCPA, alojados em caixas de
polipropileno medindo 41 x 34 x 16 cm (4 animais/caixa), com ciclo claro-escuro de 12 horas,
temperatura controlada de 20 - 24 °C, umidade relativa do ar de 40-60 % e com agua e comida
disponiveis ad libitum. A manipulag@o dos animais foi realizada em salas apropriadas para estes
fins e exclusivas para pessoal habilitado e treinado. Os residuos de material bioldgico e carcaga
de animais foram acondicionados em sacos brancos identificados com simbolo de risco
biologico, lacrados e armazenados em freezer a -20 °C exclusivo para este fim na Unidade de
Experimentacdo Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, até o recolhimento semanal
pelo setor de coleta especial. Os procedimentos de finalizagdo seguiram as normas indicadas
pelas Diretrizes da Pratica de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle e Experimentagao
Animal (CONCEA). Foram utilizadas medidas de antecipa¢cdo de morte como procedimento de
refinamento e protecao/preservacdo do bem-estar animal, sempre que os animais apresentassem
comportamento alterado ou sinais de sofrimento que nao pudessem ser controlados com manejo
ou analgésicos segundo as principais normativas e recomendagdes (CONCEA, 2013). Os
animais foram avaliados diariamente, caso fosse detectado sofrimento e/ou estresse nao
responsivos a manejo ou a terapia, os animais eram eutanasiados conforme protocolo ja

descrito.

As doses administradas do CETI foram determinadas com base na especificidade
e poténcia do inibidor para quimase. Varios dados da mesma classe de inibidores também foram
consultados na literatura (SAMPAIO et al., 1996; PAIVA et al., 2006; OLIVA & SAMPAIO,
2009; SATO et al., 2012; MEHDAD et al., 2016; SRIKANTH & CHEN, 2016).

3.7.2 INIBICAO DE QUIMASE DE MASTOCITOS PERITONEAIS
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Um extrato enriquecido em quimase foi obtido de mastocitos peritoneais de
ratos. Para tanto, os animais (n = 5) foram estimulados pela inje¢do intraperitoneal de
carragenina (0,8 mg) durante 6 h e, ap6s anestesia com isoflurano (5 % para inducdo e 2 % para
manuteng¢do), o peritonio dos ratos foi lavado com 10 mL de ringer-lactato. O lavado de todos
os ratos foi recuperado, combinado e os animais foram sacrificados por sobredose anestésica
com isoflurano. Os mastocitos presentes no lavado foram parcialmente purificados apos
centriuacdo em gradiente de Percoll (70 %) conforme protocolo descrito por Kovarova et al.,
(2013). Apds a separacdo os mastdcitos foram lisados e macerados em tampao 50 mM Tris-
HCI, pH 8,0 contendo 2 M NaCl. O extrato de mastocitos lisados foi diluido 1:5 no mesmo
tampao e incubado na presenga ou auséncia do CETI (28-140 nM). A atividade residual da
quimase de mastocitos foi determinada pela adi¢@o do substrato Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida
(0,2 mM), conforme descrito no item 3.4. Alternativamente, uma mistura do CETI (80 nM) +
extrato de mastocitos lisados (10 pL) foi aplicado em um gel de poliacrilamida (12 %)
copolimerizado com caseina 1 %. Nesse caso, apds a eletroforese, o SDS foi removido, as
proteases foram ativadas pela incubagdo overnight no tampao Triton X-100 1%, Tris-HCI
50mM, CaCl, 5mM, ZnCl, uM, pH 7,5 e as bandas de degradagdo foram visualizadas apos

adi¢do de coomassie-blue G-250.
3.7.3 MODELO DE PERMEABILIDADE VASCULAR

A permeabilidade vascular foi medida segundo Miiller ez al., (2009) através da inje¢ao
do corante azul de Evans. Para os experimentos de permeabilidade vascular foram utilizados
12 ratos Wistar machos pesando entre 250 e 300 g (60 dias). Durante todo o experimento os
animais foram mantidos sob anestesia geral inalatoria com isoflurano vaporizado em oxigénio
100% na dose de 5% para indugdo e 2% para manutencao (fluxo de 0,5 L/min). O dorso de cada
animal foi tricotomizado e cerca de 8 quadrantes iguais foram desenhados no dorso. Em
seguida, o corante azul de Evans (50 mg/kg, em volume maximo de 0,3 mL) foi injetado via
intravenosa pela veia caudal. Ap6s 5 min, em cada quadrante foi injetado em duplicata por via
intradérmica um volume maximo de 100 pL dos seguintes tratamentos: Quadrantes 1 e 2)
solugdo salina estéril (NaCl 0,9 %); Quadrantes 3 e 4) Composto 48/80 (agente degranulador
de mastdcitos) 10 ug; Quadrantes 5 e 6) composto 48/80 (10 pg) + CETI (3 pg); Quadrantes
7 e 8) CETI (3 pg). Sessenta minutos apds a injecdo dos tratamentos os animais foram
eutanasiados com sobredose anestésica de isoflurano até a constatagdo de parada
cardiorrespiratdria. O tecido subcutaneo do dorso foi cuidadosamente dissecado, os quadrantes

foram removidos e incubados em 2,5 mL de formamida 30 % a 55°C por 24 h para extragio do
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azul de Evans. Os niveis do corante extraido para a solugdo de formamida foram medidos por
espectrofotometria (600 nm) e a quantidade de azul de Evans extravasada por quadrante foi

calculada através de uma curva padrao construida com quantidades conhecidas do corante.

3.8 ENSAIOS IN VITRO
3.8.1 CULTURA DE CELULAS

A linhagem de células de musculo liso vascular (VSMC, A7r5) obtida da aorta toracica
de ratos foi adquirida comercialmente da American Type Culture Collection (Rockville, MD,
USA) e mantida seguindo os procedimentos padrdes de cultivo celular (MORAES et al., 2012).
Foi utilizado meio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) enriquecidos com
glicose 5 mM (meio low glucose) ou 25 mM (meio high glucose). Como suplementagao
nutritiva foi utilizado soro fetal bovino nas concentragdes de 10 % (para cultivo e expansdo) ou

1 % (para os experimentos).
3.8.2 QUIMASE DERIVADA DE CELULAS VASCULARES E PRODUCAO DE ANGIOTENSINA II

Trabalhos anteriores demonstraram que o tratamento de células musculares lisas de
aorta em meio hiperglicémico (contendo glicose 25 mM) induz a expressdo de quimase ¢ a
producdo de angiotensina II (Ang II) (LAVRENTYEYV et al., 2007). Neste trabalho utilizamos
protocolos semelhantes para estudar os efeitos do CETI. Células A7r5 (5,5x10° células/pogo)
cultivadas em meio DMEM contendo 5 mM (meio normoglicémico) ou 25 mM de glicose
(meio hiperglicémico) foram pré-tratadas com diferentes concentragdes do CETI (8, 20, 40 nM)
ou PBS por 12, 24 ou 48 h na presenga de soro fetal bovino 1 %. A cada 12 h 50 % do meio de
cultura foi reposto para manter constante a concentra¢do de glicose no meio. A pressao
osmotica do meio foi normalizada em todos os grupos de tratamento pela adicdo de manitol.
Ap6s os diferentes tempos, o meio de cultura foi removido, as células foram lavadas duas vezes
e lisadas em tampao 50 mM Tris-HCI, pH 8.0 contendo 2M NaCl. A atividade da quimase
intracelular foi medida de acordo com protocolo descrito no item 3.4 ap6s adi¢ao do substrato
Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida. Os niveis intracelulares de Ang II foram determinados por
enzima-imunoensaio seguindo as recomendagdes do fabricante (rat angiotensin IT ELISA kit

CSB-E04494r, CUSABIO Technology).
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3.8.3 ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR

A migracdo celular foi avaliada pelo ensaio de Wound Healing, que consiste na
confecgcdo de uma lesdo na camada unicelular, de dimensoes fixas, com o auxilio de uma
ponteira pressionada contra o assoalho do pogo da placa de cultura. Resumidamente, VSMC da
linhagem A7r5 (5,5x10° células/pogo) foram cultivadas em placas de cultura de 96 pogos em
meio normoglicémico (glicose 5 mM) e hiperglicémico (glicose 25 mM), apos
aproximadamente 80 % do crescimento confluente das células foi feito uma fenda no centro da
placa com uma ponteira amarela estéril. Em seguida, as VSMC foram tratadas com CETI 40
nM ou PBS e mantidas em DMEM contendo 1% de FCS e incubadas a 37 °C em uma atmosfera
de 5% de CO, por 24 horas. Imagens de cada uma das fendas foram capturadas no inicio (tempo
zero) e apds 24 h usando um microscopio Optico Nikon Eclipse TE 2000 U. As areas claras

foram medidas e comparadas usando o software Image J (https://imagej.nih.gov/ij/).

3.8.4 ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR E CITOTOXICIDADE

A proliferagcio de VSMC foi avaliada pelo MTT (3- (4,5-Dimetiltiazol-2-il) -2,5-
brometo de difeniltetrazolio). As células foram cultivadas overnight em placas de 96 pocos na
densidade de 1 x 10* células/pogo usando um meio DMEM contendo 10% de FCS. As células
foram lavadas duas vezes em PBS, o meio foi substituido por DMEM contendo 1% de FCS e
glicose nas concentragcdes de 5 ou 25 mM. As culturas foram tratadas com diferentes
concentragdes de CETI (2, 5, 10, 55, 110, 558 nM) ou PBS. Apds 24 h de incubagdo a 37 ° C
em atmosfera de 5% de CO,, o meio foi removido e a solugdo de MTT (0,5 mg/mL) foi
adicionada a cada pogo, seguida de incubagdo por 4 horas. Em seguida, os cristais de formazan
foram solubilizados em dimetilsulféoxido (100 puL) e a absorbancia foi determinada (565 nm).
Os resultados foram expressos comparando células tratadas com PBS com células tratadas com
CETI em condi¢des normoglicémica e hiperglicémica. Para verificar os efeitos citotoxicos
diretos do CETI o meio de cultura foi coletado para dosagem da enzima lactato desidrogenase
(LDH) através do kit MAKO066 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA), seguindo as

recomendacoes do fabricante.
3.8.5 MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

VSMC A7r5 (5,5x10° células/pogo) foram cultivadas na presenga de glicose nas
concentragdes de 5 ou 25 Mm e tratadas com PBS ou CETI (8, 20, 40 nM) por 24h a 37°C/ 5%
CO’ em placas pretas de 96 pogos. A produgio de ROS intracelular foi determinada por
fluorimetria através da oxidag@o da sonda H2DCFDA (10 pM) em spectraMAX M5 (Molecular
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Devices, Sunnyvale, CA) com comprimento de onda de excitagdo de 485 nm e emissdo de 520
nm (MORAES et al., 2017). A producdo do anion superdxido foi estimada em experimento
semelhante apos a coleta das células e incubagdo com NBT (Nitroblue Tetrazolium), seguindo

protocolo ja descrito anteriormente (HOHMANN et al., 2013).
3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + erro padrao dos diferentes pardmetros
avaliados. Diferengas entre os grupos experimentais foram verificadas pela andlise de variancia
de uma via (ANOVA) seguida de testes post-hoc adequados. Em todas as comparagdes, valores
de P menores que 0,05 indicaram diferencgas significativas. As andlises estatisticas foram

realizadas no software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc USA).
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4. RESULTADOS

4.1 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

Um extrato bruto de proteinas foi obtido diretamente das sementes de Canavalia
ensiformis maceradas em tampao 50 mM Tris-HCI, pH 8,0. Na sequencia foi realizado um
primeiro fracionamento com sulfato de amonio (até 30 % de saturagdo) e uma etapa
cromatografica de troca anidnica em Q-sepharose. As fragdes que apresentaram atividade
inibitoria sobre tripsina foram eluidas com 0,2 M de NaCl, combinadas, ultrafiltradas em
Amicon (cutoff de 30 kDa) e aplicadas em uma segunda etapa cromatografica em tripsina-
sepharose (Fig. 7). Nessa etapa cromatografica, uma série de proteinas sem afinidade por
tripsina foram eluidas nas primeiras fra¢des, enquanto aquelas com capacidade de se ligarem
em tripsina foram eluidas ap6s a mudanga brusca de pH pela adi¢gdo de HCI 100 mM (linha azul
Fig. 7). As fragdes eluidas em meio 4cido foram neutralizadas em 1M Tris-HCI, pH 8,0,
concentradas e a capacidade inibitéria sobre tripsina foi confirmada em ensaio cinético com

substrato N-Benzoil-DL-Arg-p-nitroanilida (BAPNA) (linha vermelha Fig. 7).
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Figura 7. Isolamento do CETI (Canavalia ensiformes tripsin inhibitor) por cromatografia de afinidade em
tripsina-sepharose. Apds extragdo em meio aquoso, precipitacdo com sulfato de amdnio e uma primeira etapa
cromatografica de troca anidnica, as fragdes enriquecidas no inibidor foram aplicadas em uma resina de afinidade
com tripsina-sepharose. O CETI purificado foi eluido ap6s redugdo do pH com HC1 100 mM (seta preta). A eluigdo
das proteinas foi acompanhada pela absorbancia a 280 nm e a capacidade inibitoria sobre tripsina foi avaliada em
ensaio cinético com substrato N-Benzoil-DL-Arg-p-nitroanilida (BAPNA).



29

O grau de pureza da preparacdo obtida da tripsina-sepharose foi verificado por
eletroforese em gel de poliacrilamida e espectrometria de massas. Em condig¢des desnaturantes,
na presenca de SDS (SDS-PAGE), a preparacdo apresentou-se homogénea com uma banda
simples de massa molecular menor que 10 kDa em um gel de gradiente (6-20 %) (Fig 8A,
coluna 1). A adi¢@o de agente redutor (2-mercaptoetanol) ndo alterou de maneira significativa
o padrao de migragdo da molécula, indicando ser esta de cadeia simples (Fig 8A, coluna 2). Em
condi¢des ndo-desnaturantes, na auséncia de SDS (Nu-PAGE), novamente uma banda simples
foi observada, mas com massa molecular correspondendo a 24-25 kDa (Fig. 8B, coluna 1). Da
mesma forma, o padrdo de migragcdo ndo foi alterado na presenga do agente redutor (Fig. 8B,
coluna 2). A analise por MALDI-TOF confirmou os dados obtidos por eletroforese e a
homogeneidade da preparacao (Fig. 8C). A massa molecular do monémero da molécula isolada
foi de 8.173,21 Da e ela ¢é provavelmente um trimero em solugdo (Fig. 8C). A nova molécula

obtida foi nomeada de CETI (Canavalia ensiformes  Tripsin  Inhibitor).
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Figura 8. Analise das fracdes da tripsina-sepharose por eletroforese e espectrometria de massas. A. A fragdo
obtida da tripsina-sepharose (5 pg) foi aplicada em um gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes (SDS-
PAGE 6-20%). Coluna 1: Amostra em condi¢des ndo redutoras (na auséncia de 2-mercaptoetanol); Coluna 2:
Amostra em condi¢des redutoras (na presencga de 2-mercaptoetanol) B. De forma semelhante, a fracdo obtida da
tripsina-sepharose (5 pg) foi aplicada em um gel de poliacrilamida em condigdes ndo-desnaturantes (Nu-PAGE 6-
20%). Coluna 1: Amostra em condi¢des ndo redutoras (na auséncia de 2-mercaptoetanol); Coluna 2: Amostra em
condigdes redutoras (na presenga de 2-mercaptoetanol). C. A massa molecular e a pureza do inibidor isolado foi
analisada por MALDI-TOF.
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Para obtencdo da sequéncia de aminoécidos, o CETI foi submetido a digestdo
enzimatica e os fragmentos foram analisados por espectrometria de massas em um LTQ-XL-
Orbitrap (Fig. 9). A sequéncia completa do CETI apresentou 76 aminoécidos (Fig. 9A). Trata-
se de um peptideo de cadeia simples, rico em cisteinas (9 residuos) e apresenta alta homologia
de sequéncia com varios inibidores da familia do tipo Bowman-Birk que sdo comumente
encontrados em sementes de leguminosas. Possui duas alg¢as inibitdrias (de cerca de 10 residuos
de aminoécidos cada) com capacidade para interagdo com duas proteases diferentes. A primeira
alca (alga 1 em vermelho na figura) possui uma lisina na posi¢ao P1 (seta rosa) e uma serina na
posicao P1’° (seta verde) e a segunda alca (alga 2 em azul na figura) possui uma leucina na
posicao P1 (seta azul claro) e uma serina na posi¢cdo P1’ (seta laranja) (Fig. 9A). De uma
maneira geral, sdo os aminoacidos nas posi¢des P1-P1’ de cada alca que determinam a
especificidade do inibidor do tipo Bowman-Birk. O CETI possui especificidade de ligagdo para
tripsina na al¢a 1 (lisina-serina em P1-P1°) e para quimase na al¢a 2 (leucina-serina em P1-P1°).
A grande maioria de outros inibidores isolados dessa classe apresentam na segunda alca
especificidade para ligacdo de quimotripsina (tirosina ou fenilalanina em P1 e serina em P1”)
ou para ligacdo de uma segunda molécula de tripsina (lisina ou arginina em P1 e serina em P1”)
(Fig. 9A). Como os inibidores Bowman-Birk possuem uma estrutura molecular conservada foi
possivel obter a estrutura secundéria tridimensional do CETI por homologia a estrutura
cristalografica do inibidor de sementes de soja (sp|P01055[IBB1_SOYBN) (Fig. 9B), o que

deixou evidente as duas algas reativas e a regido de ligacao das enzimas (Fig. 9C).

O CETI demonstrou ampla estabilidade térmica e resisténcia as variagdes de pH e
presenga de agentes redutores (Fig. 10). O CETI manteve a capacidade inibitoria sobre tripsina
acima de 80 % mesmo ap0s incubagdo em temperaturas entre 80-100 °C, demonstrando ter uma
estrutura secundaria muito estavel (Fig. 10A). De forma semelhante, a molécula mostrou-se
resistente a amplas variagdes de pH do meio (2,2 — 10), mantendo a atividade inibitoria (Fig.
10B). Apos incubagdo com o agente redutor DTT houve reducdo na atividade inibitéria em
concentragdes de 0,8-1 mM do agente, no entanto mesmo assim a capacidade inibitdria

manteve-se acima de 50 % (Fig. 10C).
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Figura 9. Caracterizacio estrutural do inibidor de C. ensiformis. A. A sequencia primaria do CETI foi obtida
por espectrometria de massas apds digestdo enzimatica e analise dos fragmentos em um sistema LTQ-XL-
OrbiTrap. A sequéncia de aminoacidos assim obtida foi alinhada com outras de inibidores da mesma classe obtidos
de leguminosas. Estdo assinaladas em vermelho e azul, respectivamente, as sequencias das algas 1 e 2 que
conferem a capacidade de ligagdo a duas proteases. As setas rosa e verde assinalam respectivamente os residuos
em P1 e P1’ da alga 1 de cada inibidor. As setas azul claro e laranja assinalam respectivamente os residuos em P1
e P1’ da alga 2 de cada inibidor. Os asteriscos (*) indicam residuos identicos em todos os peptideos. B. Modelo
da estrutura tridimensional do CETI obtido por homologia & estrutura cristalografica do inibidor de sementes de
soja (sp/P01055[IBB1_SOYBN). C. Estrutura do CETI evidenciando as algas de ligagdo a tripsina (alga 1) e a
quimase (alga 2). Os modelos foram obtidos no SWISS-MODEL (protein structure homology-modelling server,
https://swissmodel.expasy.org/) e visualizados no Swiss PDB-Viewer.

>
™=
@

- - 2 1004
2\°' 100+ o\e 1207 E
c g 4 S 80+
804 @/e_e\a c 100 _E,Q—e—_‘é °
:g 2 . g £ g
S 604 s 8 2
£ = - <
E 404 E 60 i .y
£ c 407 = 204
g. 204 g 20" g 20
fa > 2 0
= 0 T T T T T I 0 T T T T T 1 - T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 0 2 4 6 8 10 12 0.0 0.5 1.0 1.5
Temperature (°C) pH [DTT] mM

Figura 10. Estabilidade estrutural. A. Estabilidade térmica do CETIL. O inibidor (70 nM) foi incubado em
diferentes temperaturas por 30 min e a atividade inibitdria foi medida pela adigdo de tripsina + substrato BAPNA.
B. Estabilidade a pH do CETI. O inibidor (70 nM) foi incubado em diferentes pH por 30 min a 37°C e a atividade
inibitoria foi medida pela adigdo de tripsina + substrato BAPNA. C. Estabilidade na presenca de agente redutor.
CETI (70 nM) foi incubado com diferentes concentragdes de DTT por 30 min e a atividade inibitoéria foi medida
pela adicdo de tripsina + substrato BAPNA.
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4.2 ESPECIFICIDADE E CARACTERIZACAO DA CINETICA DE INIBICAO

A capacidade inibitéria do CETI foi também testada frente a diferentes serino-
proteinases que sao comumente conhecidas por serem alvos dos inibidores do tipo Bowman-
Birk, entre elas elastase, quimotripsina, trombina, calicreina, fator Xa, plasmina, além de
tripsina e quimase. O screening demonstrou que o CETI ¢ especifico para tripsina e quimase
(Fig. 11). A partir destes resultados a caracterizag@o inibitéria e a cinética enzimatica foi

realizada para essas duas enzimas.
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Figura 11. Capacidade inibitoria do CETI sobre diferentes serino-proteinases. O CETI (140 nM) foi incubado
com diferentes serino-proteinases (40 nM) e a atividade enzimatica residual de cada uma foi avaliada pela adigdo
de substratos cromogénicos sintéticos especificos para cada enzima.

O CETI (0-140 nM) inibi a agdo proteolitica da tripsina sobre o substrato sintético
BAPNA de maneira dose-dependente (Fig. 12). Como ¢é possivel observar na Fig. 12A, a
tripsina perde progressivamente a sua capacidade de gerar p-nitroanilina na presenga do CETI.
Quando a atividade residual da enzima foi plotada versus a relagdo molar de inibidor/enzima a
tangente a curva toca o eixo X no valor aproximado de 1, sugerindo que a estequiometria de
ligacdo inibidor-enzima ¢ de 1:1 (Fig. 12B). Da mesma forma, quando a atividade residual de
tripsina foi plotada versus a concentragdo do inibidor, a concentracdo capaz de bloquear cerca

de 50 % da atividade da enzima (IC50) foi de 21,68 nM (Fig. 12C).
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Figura 12. CETI inibe tripsina de maneira dose-dependente. A. Representagdo da cinética de inibi¢do da
tripsina. Diferentes concentragdes do CETI (0-140 nM) foram pré-incubadas com tripsina e a reagdo foi disparada
pela adicdo do substrato BAPNA (N-Benzoil-DL-Arg-p-nitroanilida). B. Estequiometria da interagdo CETI-
tripsina. C. Curva dose-resposta de inibigdo de tripsina.

O inibidor teve a¢do independe do tempo de incubagdo para bloquear a atividade da
tripsina (Fig. 13A). Plotando os valores da razao entre a velocidade na presenca (Vs) e auséncia
(Vo) de inibidor versus a concentracdo do CETI para diferentes doses de tripsina (Fig. 13B),
observa-se que o IC50 do inibidor varia de forma diretamente proporcional ao aumento na
concentragdo de enzima (Fig. 13C), o que indica que o CETI é um inibidor ndo-cléssico para
tripsina e, portanto, ndo segue o modelo matematico das equagdes de Michaeles-Menten. Pelo
mesmo grafico foi possivel obter uma estimativa do valor da constante de inibi¢do aparente
(Kigpp) para tripsina que foi de 5,486 nM. Tratando-se de um inibidor ndo-classico, os dados de
velocidade de reagdo na presenca do inibidor versus diferentes concentragdes de substrato nao
puderam ser analisados seguindo o método usual de Lineweaver-Burke. Dessa forma, os dados
foram analisados segundo as equagdes da cinética de Morrison utilizada para inibidores nao
classicos (Fig. 13D), onde foi obtida uma rela¢do inversamente proporcional entre o IC50 do
inibidor e a concentrag¢do de substrato, indicando ser este, um inibidor ndo-competitivo para
tripsina (Fig. 13E). Este tipo de inibi¢do caracteriza-se ndo somente pela formagdo de um
intermediario estavel inibidor-enzima, como para os inibidores competitivos classicos, mas

também pela formagao de um intermediario inibidor-enzima-substrato (Fig. 13F).
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Figura 13. Modelo cinético de inibicdo de tripsina. A. CETI inibe tripsina independente de incubagdo prévia
inibidor + enzima. No grafico E: enzima; I: inibidor; S: substrato. B. Razdo da velocidade de reacdo na presenga
do inibidor (Vs) pela velocidade na auséncia de inibidor (Vo) com diferentes concentragdes de tripsina. C.
Variagdo do IC50 pela concentragdo de tripsina. Notar a relagdo direta entre os valores de IC50 e a concentragdo
de tripsina, indicando que CETI é um inibidor ndo-classico. No grafico Ki,p,: Constante de inibi¢do aparente. D.
Grafico de Morrison em diferentes concentragdes de substrato. E. Grafico do IC50 (obtido pelas equagdes de
Morrison) versus a concentragdo de substrato BAPNA. Notar o perfil da curva (com inclinagdo negativa, relagdo
inversamente proporcional entre IC50 vs [substrato]), indicando inibigdo ndo-competitiva F. Esquema de inibigdo
CETI-tripsina (inibi¢do ndo-competitiva).

Na sequéncia, ensaios semelhantes foram realizados para a caracterizagdo da cinética
de inibicdo de quimase. O CETI (0-250 nM) inibi a ag@o proteolitica da quimase sobre o
substrato sintético Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida (AAPF-PNA) de maneira dose-dependente
(Fig. 14). Como ¢ possivel observar na Fig. 14A, a quimase perde progressivamente a sua
capacidade de gerar p-nitroanilina na presen¢a do CETI. Quando a atividade residual da enzima
foi plotada versus a relagdo molar de inibidor/enzima a tangente a curva toca o eixo x no valor
aproximado de 2, sugerindo que a estequiometria de ligacdo inibidor-enzima ¢ de 2:1 (Fig.
14B). Da mesma forma, quando a atividade residual de quimase foi plotada versus a
concentracdo do inibidor, a concentragdo capaz de bloquear cerca de 50 % da atividade da

enzima (IC50) foi de 13,8 nM (Fig. 14C).



35

A C 120-
B 120+
0159 _ \om = 1004
-—12.5nM © 100+ _g
> S = s
23 4 S %
3 sod
0.104 S & > ol
£ S 2 60
< S 2 60 23
8 o 3 g5 4
= g5 4 §<
< 0.054 §< £ 20+
S 20+ o
01 1c50: 13.8 +1.05 nM
M 04 T T T T 1
0.004 ## 0 1 2 3 4

0 500 1000 1500 2000 Log[CETI] (nM)

Time (s)

[IVE] Molar Ratio

Figura 14. CETI inibe quimase de maneira dose-dependente. A. Representacdo da cinética de inibi¢do da
quimase. Diferentes concentra¢des do CETI (0-250 nM) foram pré-incubadas com quimase e a reagdo foi disparada
pela adigdo do substrato AAPF-PNA (Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida). B. Estequiometria da interagdo CETI-
quimase. C. Curva dose-resposta de inibigdo de quimase.

Diferente do observado para tripsina, o CETI teve sua a¢do inibitdria influenciada pelo
tempo de incubagdo com a quimase, mostrando um perfil enzimatico tempo-dependente (Fig.
15A). Plotando os valores da razdo entre a velocidade na presenga (Vs) e auséncia (Vo) de
inibidor versus a concentragdo do CETI para diferentes doses de quimase (Fig. 15B), observa-
se que o IC50 do inibidor ndo se altera com o aumento na concentracao de enzima (Fig. 15C),
o que indica que o CETI ¢ um inibidor cléssico para quimase e, portanto, segue o modelo
matematico das equagdes de Michaeles-Menten. Tratando-se de um inibidor classico, os dados
de velocidade de reacdo na presenga do inibidor versus diferentes concentracdes de substrato
foram analisados seguindo o método usual de Lineweaver-Burke. A Fig. 15D demonstra o
perfil classico de inibicdo competitiva para quimase, onde o aumento da concentragdo de
substrato compete pelo sitio ativo da enzima e enfraquece a interagdo enzima-inibidor
reduzindo a sua atividade inibitoria. Plotando a inclinacdo de cada uma das retas de velocidade
versus a concentracdo do substrato (inclinacdo das retas da Fig. 15D) pela concentracdo de
CETI, obteve-se uma relacdo linear direta onde a intersec¢do com o eixo x indicou um Ki de
14,42 nM (Fig. 15E). Neste tipo de inibi¢ao ha a formag¢ao de um intermediario estavel inibidor-

enzima tipico do mecanismo de inibidores competitivos (Fig. 15F).
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Figura 15. Modelo cinético de inibicio de quimase. A. CETI inibe quimase de forma dependente de incubagéo
prévia inibidor + enzima. No grafico E: enzima; I: inibidor; S: substrato. B. Razdo da velocidade de reagdo na
presenca do inibidor (Vs) pela velocidade na auséncia de inibidor (Vo) com diferentes concentragdes de quimase.
C. Variagdo do IC50 pela concentragdo de quimase. Notar que os valores de IC50 ndo variam de acordo com a
concentragdo de quimase, indicando que CETI é um inibidor classico. D. Grafico de Lineweaver-Burk em
diferentes concentrag¢des de substrato indicando que CETI é um inibidor competitivo de quimase. E. Regressdo
linear da inclinagdo de cada uma das retas (obtidas pelo grafico de Lineweaver-Burk) versus a concentragdo de
inibidor para obten¢do do Ki verdadeiro. No grafico: Ki, constante de inibi¢do. F. Esquema de inibi¢do CETI-
quimase (inibi¢do competitiva).

4.3 EFEITOS DO CETI SOBRE A GERACAO DE ANGIOTENSINA II POR QUIMASE
HUMANA

Os efeitos do CETI sobre a geracdo de angiotensina II (Ang II) por quimase humana
foram verificados por espectrometria de massas. Como até o momento foram utilizados
somente os substratos sintéticos para a caracterizacao da atividade inibitéria, nesse experimento
utilizamos a quimase de origem humana (CMA1) e seu substrato natural, a angiotensina I (Ang
I). A quimase interage com a Ang I (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu, MW 1.296
Da) e cliva na ligagdo Phe-His liberando o dipeptideo (His-Leu) gerando a Ang II (Asp-Arg-
Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe, MW 1.046 Da). Na Fig. 16 ¢ possivel observar que o CETI bloqueia
de forma dose-dependente a formacdo do pico de 1.046,550 Da que corresponde a Ang II.
Portanto, o CETI ¢ capaz de bloquear a quimase humana CMAL inibindo a clivagem do seu

substrato natural e a consequente geragdao de Ang II.
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Figura 16. CETI inibe a geraciio de angiotensina II por quimase humana. Quimase humana (CMAL1) foi
incubada com angiotensina I na presenga ou auséncia de diferentes concentragdes de CETI. Os fragmentos gerados
foram entdo analisados por espectrometria de massas.

4.4 EFEITOS DO CETI SOBRE QUIMASE DE MASTOCITOS E PERMEABILIDADE
VASCULAR IN VIVO

A quimase ¢ expressa principalmente em células do sistema vascular e renal, mas
também se encontra concentrada e estocada nos granulos de mastocitos, que sdo células
conhecidas por sua participacdo em processos inflamatorios. Nos proximos experimentos,
isolamos mastdcitos peritoneais de ratos para estudar o potencial inibitério e anti-inflamatorio
do CETI. Primeiramente uma resposta inflamatoria aguda foi induzida em ratos Wistar machos
através de uma injecdo intraperitoneal de carragenina e um concentrado de mastocitos foi
isolado e purificado. A partir desses mastocitos foi preparado um extrato e incubado com
diferentes concentracdes do CETI. A Fig. 17A mostra que o CETI foi capaz de inibir
significativamente a atividade do tipo-quimase dos mastocitos peritoneais de ratos. Essa

atividade foi confirmada em um zimograma copolimerizado com caseina (Fig. 17B), onde, na
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auséncia do CETI, pode-se observar uma banda clara (coluna 1 da Fig. 17B) correspondente a
atividade da quimase de mastocitos que consumiu o substrato (caseina) copolimerizado no gel.
J& na coluna 2 (Fig 17B), na presenca do CETI, essa mesma banda desaparece, indicando que

a quimase de mastocitos foi inibida.

A degranulagdo in vivo de mastdcitos ¢ um evento pro-inflamatorio que induz o aumento
de permeabilidade vascular e edema. A permeabilidade vascular pode facilmente ser avaliada
in vivo pelo extravasamento do corante azul de evans que se liga a albumina circulante e, em
resposta a um estimulo pré-inflamatorio, extravasa para o tecido. O CETI foi capaz de reduzir
significativamente o aumento de permeabilidade e o extravasamento vascular local quando co-
injetado por via intradérmica no dorso de ratos com o composto 48/80, um indutor da
degranulacdo de mastocitos (Fig. 17C). Vale observar que o CETI por si s6 ndo foi capaz de
induzir resposta inflamatdria alguma e ndo alterou o extravasamento vascular (Fig. 17C), o que
denota o potencial anti-inflamatorio e antiedematogénico do CETI, principalmente por bloquear

a acao de mastocitos.
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Figura 17. CETI inibe quimase secretada por mastécitos isolados do peritonio de ratos e reduz a
permeabilidade vascular in vivo. A. CETI inibe de maneira dose-dependente a atividade tipo-quimase de um
extrato preparado a partir de mastocitos isolados do peritonio de ratos previamente estimulados pela injecdo de
carragenina (i.p). B. A atividade proteolitica da quimase obtida dos mastocitos peritoneais foi detectada em
zimograma de caseina. Coluna 1: extrato de mastocitos peritoneais; Coluna 2: extrato de mastocitos + CETI (80
nM). C. CETI inibe o aumento da permeabilidade vascular induzida in vivo pela inje¢do do composto 48/80, um
degranulador de mastocitos. A permeabilidade vascular foi avaliada pelo extravasamento do corante azul de evans
que se liga a albumina circulante e, em resposta a um estimulo pré-inflamatorio, extravasa para o tecido. Apos
inje¢do intradérmica dos estimulos (PBS, 10 pg 48/80 ou 10 pg 48/80+ 3 pg CETI e 3 pg 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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4.5 ENSAIOS IN-VITRO COM QUIMASE DE CELULAS VASCULARES

Alguns dados da literatura mostram que a expressao de quimase e a producao de Ang II
aumentam em células musculares lisas de aorta (VSMC, do inglés, vascular smooth muscle
cell) quando cultivadas em meio hiperglicémico, mimetizando as condi¢des encontradas no
diabetes (LAVRENTYEYV et al., 2007). Com o objetivo de investigar os potenciais efeitos
citoprotetores do CETI, VSMCs da linhagem A7r5 foram cultivadas em meio normo (glicose
5 mM) e hiperglicémico (glicose 25 mM) e tratadas com diferentes concentragdes do inibidor.
Confirmando os dados na literatura, o meio de cultivo hiperglicémico foi capaz de induzir o
aumento da atividade intracelular de quimase (Fig. 18A). Esse aumento atingiu um pico em 24
h de cultivo. Da mesma forma, correspondendo ao aumento de atividade de quimase, também
houve um aumento na geracao intracelular de Ang Il nas A7r5 cultivadas com 25 mM de glicose
apos 24 e 48 h (Fig. 18B). Nas células cultivadas em meio normoglicémico a gera¢do de Ang
IT manteve-se constante (Fig. 18B). Quando as VSMC cultivadas em meio hiperglicémico por
24 h foram tratadas com CETI (8, 20 ou 40 nM) observou-se uma reducao significativa tanto

da atividade da quimase intracelular (Fig. 19A), quanto da geracao de Ang II (Fig. 19B).
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Figura 18. O meio hiperglicémico induz a atividade de quimase em células vasculares de aorta e a aumenta
a geracio de Ang II. 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 adig@o do substrato AAPF-PNA apos diferentes tempos de cultivo. B. Concentragdo de Angiotensina II (Ang
IT) de VSMCs cultivadas em meio normo ou hiperglicémico apds diferentes tempos. *p < 0,05; ***p < 0,001.
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Figura 19. O CETI reduz a atividade da quimase e a geraciio de Ang II intracelular em VSMCs cultivadas
em meio hiperglicémico. A. VSMCs da linhagem A7r5 cultivadas em meio normo (glicose 5 mM) ou
hiperglicémico (glicose 25 mM) foram tratadas com PBS ou CETI em diferentes concentragdes por 24 h, as células
foram lisadas em 50 mM Tris-HCI, 2M NaCl, pH 8,0 e a atividade da quimase foi determinada pela adigdo do
substrato AAPF-PNA. B. Os niveis de Ang II também foram determinados apos a lise das VSMCs por
ELISA.*p<0.05 vs PBS (normal GLU); #p<0.05 vs PBS (High GLU).

Como os principais efeitos do aumento de Ang II intracelular relacionam-se com o
estimulo da proliferacdo, migracdo celular e aumento de espécies reativas de oxigénio,
buscamos avaliar esses parametros em VSMCs cultivadas em meio hiperglicEémico e tratadas
com CETI. O meio de cultura contento 25 mM de glicose induziu de maneira significativa a
proliferacao das A7r5 e o CETI reduziu esse efeito de maneira dependente da dose (Fig. 20A).
Vale notar que essa redugdo da proliferagdo celular induzida pelo CETI ndo estd associada a
um efeito citotoxico, ja que a atividade da lactato desidrogenase no meio de cultivo ndo sofreu

nenhuma alteragdo na presenca do inibidor (Fig. 20B).
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Figura 20. CETI reduz a proliferacio celular em meio hiperglicémico, mas nio é toxico para células
vasculares de aorta. A. VSMCs (linhagem A7r5) cultivadas em meio normo (5 mM glicose) ou hiperglicémico
(25 mM glicose) foram tratadas com diferentes concentra¢cdes de CETI e a proliferagdo celular foi estimada pelo
ensaio de MTT apds 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 ap6s 24h. *p<0.05 vs PBS (normal GLU); #p<0.05
vs PBS (High GLU).

Em relagdo a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), o aumento na
concentragdo de glicose de fato induziu os niveis de superdxido (Fig. 21A) e a geragdo de ROS
total intracelular (Fig. 21B). O tratamento com CETI diminuiu de forma significativa o estresse
oxidativo celular no meio hiperglicémico reduzindo a produgao do dnion superdxido, bem como
a geracdo de ROS total avaliado pela oxidacdo da sonda H2ZDCFDA no ambiente intracelular
(Fig. 21). Por fim, a migra¢do celular em meio hiperglicémico foi avaliada pelo ensaio de
wound healing onde uma fenda ¢ feita na monocamada confluente de células e a taxa de
migracdo ¢ avaliada ao longo do tempo na medida em que as células passam novamente a
ocupar o espago da fenda (Fig. 22A). Como pode-se observar na Fig. 22B, a presencga de 25
mM de glicose induz migracdo e o bloqueio de quimase pelo CETI reduz esse estimulo,
indicando que o inibidor pode ser util em atenuar o eixo proliferacdo-migracdo-ROS

dependente de Ang II nas condi¢des de hiperglicemia.
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Figura 21. O meio hiperglicémico induz a producio de espécies reativas de oxigénio (ROS) e 0 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 redugdo 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 oxidagao da sonda fluorescente H2DCFDA apds 24h. *p<0.05 vs PBS (normal GLU); #p<0.05 vs PBS
(High GLU).
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Figura 22. CETI reduz a migracio 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 migragéo foi estimada pelo ensaio de wound healing onde uma fenda ¢ 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. Quantificagdo da area da fenda ocupada pelas células
(estimativa de migragao celular). O meio hiperglicémico induz migragao 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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5. DISCUSSAO

Sementes de leguminosas sdo enriquecidas em inibidores de proteinases. Uma das
classes mais comuns desses inibidores sdo os do tipo Bowman-Birk (IBB) que bloqueiam
especificamente a acdo de serino-proteinases (OLIVA & SAMPAIO, 2009). Os IBBs sao
peptideos pequenos com massa molecular variando de 8 a 12 kDa e apresentam em sua estrutura
duas algas reativas caracteristicas que permitem interacdo simultdnea com duas proteinases
(PRAKASH et al., 1996). Possuem ampla variedade de efeitos bioldgicos, entre eles agdo
antimicrobiana, antitumoral e principalmente anti-inflamatdria, j& demostrada em modelos
classicos de colite ulcerativa, edema de pata mieloencefalite e esclerose multipla (WARE et al.,
1999; TOUIL et al., 2008; SAFAVI & ROSTAMI, 2012; CLEMENTE & DEL CARMEN
ARQUES, 2014; COSTA et al., 2014; SRIKANTH & CHEN, 2016).

Neste trabalho isolamos um novo IBB obtido das sementes de Canavalia ensiformis. A
molécula foi nomeada CETI e apresentou estrutura homologa aqueles inibidores da classe dos
IBBs, possuindo duas alcas reativas, uma capaz de inibir tripsina e outra capaz de inibir
quimase. Trata-se de um inibidor rapido, ndo cléssico e ndo-competitivo para tripsina € um
inibidor de ligacdo tempo-dependente, que segue a cinética classica de Michaelis-Menten e ¢
competitivo para quimase. O CETI ¢ formado por uma cadeia simples de cerca de 76
aminodcidos, rica em cisteinas e pontes dissulfeto intramoleculares e o seu mondomero possui
aproximadamente 8 kDa. Aparentemente, em solucdo aquosa, a estrutura arranja-se na forma
de um trimero com cerca de 24 kDa. Devido a presenca das pontes dissulfeto, a estrutura ¢
extremamente resistente a desnaturagdo e degradacdo térmica e acida, o que ¢ uma propriedade
interessante do ponto de vista de aplicabilidade terapéutica. O CETI ¢ especifico para tripsina
(através da interagdo com a alga 1, residuos Lys-Ser) e para quimase (através da interagdo com
a alca 2, residuos Leu-Ser), apresentando um Ki de 5,4 e 14,4 nM para tripsina e quimase,
respectivamente. O fato de interagir com quimase na segunda al¢a ¢ um diferencial importante
de ser ressaltado, ja& que a maioria dos outros inibidores da classe apresenta na segunda alga um
sitio de interagdo para outra molécula de tripsina (residuos Arg ou Lys-Ser) ou quimotripsina
(Phe ou Tyr-Ser) (MCBRIDE et al., 2002). E exatamente a existéncia de um aminoéacido apolar
pequeno e ndo-aromatico (Leu) na posicao P1 da segunda al¢a que confere a especificidade de
ligacdo para quimase que, particularmente, ¢ uma enzima tipo-quimotripsina, mas nao possui
um bolsdo apolar capaz de acomodar residuos com cadeias laterais aromaticas como a propria

quimotripsina possui (AHMAD & FERRARIO, 2018).
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A capacidade do CETI inibir quimase de maneira especifica na faixa nanomolar baixa
(IC50 13,8 nM), o torna um candidato interessante para o prosseguimento da caracterizacao
pré-clinica. Além disso, a quimase ¢ um alvo importante, pois ¢ amplamente expressa e
estocada em células inflamatorias como mastécitos e também em células do sistema
cardiovascular e renal (DELL’ITALIA et al., 2018). Atualmente, a quimase ¢ reconhecida
como a principal via de geragdo de Ang II no ambiente intracelular (FROOGH et al., 2017).
Essa via ¢ ativada pelos produtos avancados de glicagdo e espécies reativas de oxigénio (ROS)
que sao comumente formados em um ambiente hiperglicémico como aquele que ocorre no
diabetes, por exemplo (LAVRENTYEYV et al., 2007). De forma semelhante, a quimase parece
ter papel fundamental na génese e evolucdo de outras patologias vasculares como aterosclerose
e aneurisma, onde o aumento de proliferagdo e migracao de células vasculares e a degradacao

de matriz extracelular exacerbada sdo eventos cruciais (SUN et al., 2009).

Os dados aqui obtidos indicam que o CETI ¢ capaz de bloquear a atividade enzimatica
da quimase in vitro e in vivo. CETI inibe quimase de rato, quimase humana, quimase
proveniente de mastocitos, de células da musculatura lisa vascular de aorta e também bloqueia
a geragdo de Ang II a partir da clivagem de seu substrato natural, a Ang I. A semelhanca de
outros inibidores da mesma classe, o CETI parece ter uma agao anti-inflamatéria promissora,
uma vez que reduziu o extravasamento vascular induzido pela degranulagdo de mastocitos, no

entanto outros testes devem ser realizados também em modelos de inflamagdo aguda e cronica.

Em células vasculares de aorta, o CETI reduziu os efeitos intracelulares mediados por
quimase e induzidos pelo cultivo em meio hiperglicémico. Reduzindo a atividade da quimase
houve também diretamente uma inibi¢do da geragdo de Ang II intracelular nas células
vasculares. Majoritariamente, tanto a Ang II gerada no ambiente intracelular, quanto aquela
produzida num ambiente pré-inflamatorio perivascular, vai atuar diretamente sobre os
receptores AT1R, modulando a produgdo de ROS, a expressao de metaloproteinases de matriz,
a proliferacdo, migracdo e hipertrofia celular (SANTOS et al., 2000). De fato, a ativa¢do do
ATIR pela Ang II estimula a producgdo de superdxido via NADPH oxidase (Nox) e o ROS
derivado da Nox pode ainda disparar vias de sinalizacdo relacionadas a proliferacdo celular e
inflamacao, tais como MAPKs, ERK e NF-kB (MORAES et al., 2012). Na aterosclerose, por
exemplo, ja foi demonstrado que o ROS derivado da Nox via ativacdo do AT1R aumenta a
fosforilagdo de ERK-2, um elemento chave que regula a proliferacdo e migracao das células
vasculares (HANSSON & LIBBY, 2006). Essas células que migram acabam se acumulando na

camada neointima do vaso contribuindo assim para a hipertrofia, formagdo de trombos,
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restenose e, em casos avancados, para a completa obstru¢ao do vaso (LIBBY, 2002). Portanto,
o bloqueio deste eixo pode ser crucial para protecdo vascular em condi¢des de aterosclerose,
aneurisma ou diabetes. De forma interessante, aqui n6és mostramos que o CETI reduziu
significativamente os niveis intracelulares de superoxido e a geracdo de ROS total, o que pode
estar associado a diminui¢do dos niveis de Ang II via quimase nas células vasculares tratadas
com o inibidor. Ainda, houve redu¢do significativa da proliferagdo e migracdo celular.
Acreditamos que esta reducdo de proliferacio observada esteja efetivamente associada a
regulagdo negativa do eixo Ang II-AT1R-Nox, ja que o CETI ndo demonstrou nenhum efeito

toxico direto para as células em cultivo.

6. CONCLUSAO

Neste trabalho isolamos e caracterizamos pela primeira vez o CETI, um inibidor da
familia Bowman-Birk obtido das sementes da leguminosa Canavalia ensiformis (Fig. 23). A
molécula possui duas algas reativas, sendo um dominio inibitdrio especifico para ligagdo com
tripsina ¢ um segundo dominio inibitério para ligagdo especifica de quimase. E um inibidor
ndo-competitivo para tripsina e competitivo para quimase. Bloqueia ambas enzimas com
valores de Ki e IC50 na faixa nanomolar. O CETI € soltivel em solugao aquosa, ¢ como trimero
em solucdo e possui ampla estabilidade estrutural as variagcdes de temperatura, pH e agentes
redutores. O CETI € capaz de inibir quimase de rato, quimase humana, quimase proveniente de
mastocitos, de células da musculatura lisa vascular de aorta e também bloqueia a geragao de
Ang II. In vivo o inibidor demonstrou uma potencial a¢do anti-inflamatoéria reduzindo o
extravasamento vascular induzido pela degranulagdo de mastocitos. In vitro, atenuou a ativagao
do eixo Ang II-AT1R-Nox-ROS diminuindo a proliferacdo e migragao de células vasculares de
aorta cultivadas em meio hiperglicémico. Dessa forma, acreditamos que os resultados
apresentados demonstram o potencial interessante que tem o CETI de seguir no
desenvolvimento pré-clinico principalmente para o tratamento de alteragdes vasculares onde a
geracdo de Ang II ocorre majoritariamente via quimase. Nesses casos, os classicos inibidores
da enzima conversora de angiotensina (IECA) ndo sdo indicados ou possuem pouco efeito
terapéutico e, portanto, abre-se um nicho de atua¢do farmacologica que vem sendo pouco

explorado atualmente.
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