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RESUMO

Neste trabalho, investigamos o efeito de calicreinas tissulares e
plasmética sobre a permeabilidade vascular em pele de coeihos in vive, A
sequir, investigamos o efeito de dez novos inibidores de calicreina tissular sobre
o aumento de permeabilidade vascular induzido por calicreinas tissulares. O
veneno da aranha Phoneutria nigriventer foi também usado como agente
edematogénico em virtude da capacidade do mesmo de aumentar a
nermeabilidade vascular em coelhos por um mecanismo dependente da
ativacdo do sistema de calicreina tissular.

Nossos resultados mostraram que calicreinas tissulares, tais como a
calicreina pancreatica de porco (CPP; 0.1 ugfsitio) e a calicreina urinaria de
coetho (10 ng/sitio) induzem extravazamento significante de proteinas
plasmaticas quando administradas na presenca do vasodiiatador prostaglandina
E, (PGE,). Ao contrario, a calicreina plasmatica de coelho n&c causou
extravazamento de proteinas, mesmo na presenga de PGE..

Nas concentracbes de 3-200 mmol/sitio, a administracdo local dos
inibidores de calicreinas tissulares ESPS (Ki= 0.1), ESP6 (Ki= 0.7), ESP8 (Ki=
7.8), ESP8 (Ki= 0.3) e ESP11 (Ki=0.3) causouiiuma inibicio dose-dependente
do extravasamento de proteinas induzido peta CPP. O composto mais potente
foi 0 ESPB (ICs = 7.8 nmoi/sitio) seguido pelo ESPS {ICxs = 14.2 nmol/sitio),
ESPS8 (iCzs = 25 nmol/sitio), ESP9 (IC3s = 30 nmol/sitio) e ESP11 (ICes = 50.4

nmol/sitio). Os compostos ESP1 (Ki=0.5), ESP3 (Ki=0.4), ESP7 (Ki=1.1) e



ESP10 (Ki=4.6) n&o modificaram de modo significativo ¢ aumento de
permeabilidade  vascular induzide pela CPP. Quando injetado
endovenosamente, o ESP8 (4 umoi/Kg) também produziu uma inibig&o
significante (48%) do edema induzide pela CPP. Entretanto, o edema induzido
pelo PAF, histamina e bradicinina tambem foram significativamente reduzidos
petg administracdo endovenosa do ESP6 (52.3%, 48.8%, 47.2% de inibiglo,
respectivamente). Este efeito inibitdrio "inespecifico” néo foi devido a um
possivel efeito hipotensor do composto visto que o mesmo ndo modificou a
pressao arterial dos animais. O ESP5 (200 nmol/sitio) e o ESP6 (200 nmol/fsitio)
também foram eficazes em inibir 0 edema induzido pelo veneno de Phoneutria
nigriventer, embora esta inibig&o tenha sido significativamente menor do que
aquela observada para a CPP. Os resultados apresentados neste trabaiho
indicam que o ESP6 possa se contituir em uma ferramenta farmacoiogica

importante para o estudo do sistema de calicreina tissular.



INTRODUGAO



-

1.1, Calicreinas

As calicreinas representam um grupo de serino proteases encontradas
em células glandulares, neutrdfilos e fluidos biologicos. Tais enzimas estio
divididas em dois grupos: tissular e piasmatico (Fiedier, 1979; Movat, 1979) que
diferem enire si quanio ao peso molecular, ponto isoelétrico, especificidade de
substrato, tipo de cinina liberada e importéncia funcional (Webster, 1870, Friiz
et al., 1877; Bhoola et al., 1992).

Por acéo enzimatica, as calicreinas liberam peptideos vasoativos a partir
de substratos denominados cininogenios. As enzimas que possuem &
capacidade de clivar o cininogénio e liberar cininas s&o denominadas
gininogenases {termo proposto por Eugene Werle et al, 1960). Este termo
geneérico inciui enzimas tais como a calicreina plasmética, calicreina tissular,
tripsina, plasmina e venenc de Bothrops jararaca. Em mamiferos, dois tipos de
cininogénios tém sido descritos: o de alto peso molecular (forma presente no
sangue) e o de baixo peso molecuiar, encontrado no sangue e em varios
tecidos (Habermann, 1963; Suzuki et al., 1967; Jacobsen, 1966). Em ratos, foi
encontrado ainda o T-cininigénio, o qual é uma proteina envolvida em reagbes

inflamatdrias agudas (Okamoto & Greenbraum, 1983).



1.2. Calicreina Plasmatica

A calicreina plasmatica participa de evenios farmacoldgices tais como
regulagéo do tonus vascular, fibrindlise e inflamagao. A calicreina plasmatica é
ativada a partir da pre-calicreina e pelos fatores Xli (fator de Hageman) e X!
{tm;‘nboplastina plasmatica). Esta calicreina € codificada por um tnico gene. No
figado, a calicreina plasmatica & secretada pelos hepatéeitos como molecula
inativa (pré-calicreina plasmatica), que circula no plasma como um complexo
heterodimero ligado ao cininogénio (Mandle et al., 1976). A molécula da pre-
calicreina apresenta uma Unica cadeia glicoproteica (pl = 8.9} a qual existe em
duas formas moleculares, de 85 e 88 kDa, ambas presentes no plasma humano
{Mandle & Kaplan, 1977, Hojima et al 1985; Veloso & Coiman, 1992).

A calicreina plasmatica libera bradicinina & partir do cininogénio de alto
peso molecular, hidrolisando as ligagGes de Lys-Arg e Arg-Ser, originando
assim o nonapeptidio com arginina nos terminais NH; e COOH. O cininogénio
de baixo peso molecular consiste em um substrato pobre para a calicreina
plasmatica, mas este pode ser clivado pela elastase do neutrdfilo, liberando
pradicinina {Sato & Nagasawa, 1988).

Na instalagdo e manutengdo de diversas patologias, © sistema de
calicreinas plasméticas apresenta um papel relevante. Por exemplo, na necrose
liguefativa provocada por proteinas microbianas em corneas de cobaias, ccorre

inicialmente a ativacdo do fator de Hageman ¢ que resulta em aumento de



permeabilidade vascular (edema) por liberagdo local de cininas (Kaminishi et
al., 1990). E curioso que certas proteinas bacterianas prolongam o processo
inflamatorio por degradar inibidores naturais de serino proteases tais como «s
antitripsina, o, macroglobulina, inibidor Cs, a2 antiplasmina e antitrombina il
(Maeda & Molla, 1989). Estes inibidores degradam a calicreina recém formada
no !sangue. A caiicreina plasmatica tem sido implicada também em outras
situagbes patologicas como edema angioneurdtico hereditario, artrites e

reacbes cuténeas dependentes de IgE (Kaplan et al ., 1989).

1.3. Calicreinas Tissulares

As calicreinas tissulares presentes em pancreas, gléndulas salivares e
rins foram primeiramente identificadas por Werle et al (1950) e, atualmente,
sabe-se que s&0 glicoproteinas acidas com massa entre 24 a 45 kDa e ponto
isoelétrico de 3.5 a 4.4 (Pisano el al.1975; Fiedler et al.,1879). Em muitas
gspécies animais, as calicreinas tissulares representam a Unica classe de
enzimas que hidrolizam uma arginina e uma metionina ligada ao cininogénio,
iiberando calidina. Em ratos @ camundongos, esta enzima, & semelhanga da
tripsina, cliva a arginina e a lisina formando a bradicinina.

As calicreinas tissulares pertencem a uma familia multigénica, sendo que

os genes variam entre as diferentes espécies de mamiferos. Dessa forma, 24



genes foram identificados em camundongos (Richard et al., 1982), 20 em ratos
{Ashiey & Mac Donald, 1985), 3 em humanos (Fukushima et al., 1985) e
aproximadamente 3 em Hamsters (Howles et al.,1984).

Nas ultimas trés décadas, a sintese e estocagem celular de calicreinas
tissulares foram determinadas & partir de organelas subcelulares utilizando
vérias técnicas, tais como centrifugacdo diferencial, imunocitoguimica e
hibridizacgo in sifo. A concepgdo de que as calicreinas tissulares podem ser
armazenadas em organeias subcelulares teve origem a partir dos experimentos
de Silbert et al (1955). De modo geral, as calicreinas tissulares foram
iocalizadas em tibulos glénduiares e ducto celular de giandulas submaxilares
{Orstavik et al., 1976), acinos e células B (Orstavik, 1980; Pinkus et al., 1983),
écinos de péancreas com carcinoma (Berg et al, 1885), células conectoras
tubulares dos rins (Tomita et al, 1981), mucosas (Schachter et al., 1983),
epitélio de revestimento de gléndulas e prostata (Schachter et al, 1978),
glanduias tragueais (Bhoola et al., 1989) e mucosa nasal (Baumgarten et al.,
1989), membrana da hipdfise anterior (Vio et al,, 1990), epididimo, nucieos
supradpticos paraventriculares e ventromediais do cérebro (Simson et ai,
1985), reticulo sarcoplasmatico, glandulas de mj_écitos atriais de ratos (Xiong et
al., 1990) e células CNT dos néfrons de rato, coetho e humanos {Figueroa et al.,
1884). Recentemente, descobriu-se a presenca de calicreina tissular em
neutrofilos. Neste caso, a calicreina tissular cliva tanto o cininogénioc de alto

peso molecular (plasma) como o cininogénio de baixo peso malecular



)

{membranas celulares) indicando que as cininas possam estar envolvidas na
diapedese de neutréfilos durante os processos inflamatbrios (Figueroa et ai.,
1991). A estocagem intracelular das calicreinas tissulares varia de um tipo
celular para outro e pode estar relacionada com a funcéo da enzima em cada
tecido. A calicreina tissular pode desempenhar uma unica ou multiplas funcdes,
dsﬁendendc da célula e tecido em contexto. Contudo, o principal efeilo das
calicreinas tissulares consiste na liberacdo de cininas.

A importéncia funcional do sistema cinina-calicreina tissular na funcao
reprodutiva em homens foi primeiramente descrita por Schill & Haberland
{(1974), quando estes observaram que a calicreina de pancreas de porco
estimulava a motilidade de espermatozdides humanos, Através da técnica de
radioimunoensaio, a calicreina tissular foi identificada no sémen de humanos e
de suinos (Mann et al., 1980). Contudo, a prostata foi reconhecida coma fonte
mais provavel desta enzima (Fink et al, 1985). A calicreina tissular foi
posteriormente encontrada nas células de Sertoli dos testiculos, epitélio do
epididimo e adendcitos da prostéta (Kumamoto et al., 1989). A presenca desta
enzima nas células de sertoli & em tlbulos semimiferos sugere a participagéo
destas enzimas na espermatogénese. Estudos com pacientes que possuiam &
fertilidade reduzida mostraram que a administragdo sistémica de calicreina
pancredtica foi capaz de aumentar a motilidade e o0 numero  de
espermatozoides. Acredita-se que este efeito ocorra por agao direta da

calicreina tissular sobre o metabolismo do espermatozéide, assim como por



gfeitos indiretos sobre a espermatogénese, melhorande as fungbes das ceélulas
de Sertoli (Saitoh et al., 1987).

A calicreina tissular também estd envolvida em processos patoldgicos
tais como a pancreatite em humanos (Moiyoi et al., 1979). Alem disso, esses
pacientes apresentam simultaneamente hipotens&o, chogue e um decréscimo
na éircuiagéo de cininogénio e pré-calicreina plasmatica. As secregbes nasais
de pacientes com rinite alérgica contém cininogénio de alto e baixc peso
molecular, bradicinina e calidina (Proud et al., 1983). A presenca da calidina
parece indicar a existéncia da calicreina tissular nas secregbes nasais que,
provavelmente seria originada & partir de neutréfilos (que migram para o sitio
inflamado), ou seria secretada por gléndulas traqueais. A calicreina tissular
também é encontrada em fluido inflamado de articulacGes de pacientes com

artrite reumatdide ou osteoartrite (Worthy et al., 1980}



1.4. Cininas

A bradicinina (Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg), calidina (Lys- Arg-
Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg) e metionil-iisil-bradicinina (Met-Lys-Arg-Pro-
Prq-GIy—Phe»Ser-Pro~Phe—Arg) sado peptideos ativos capazes de evocar
hipotensdo, aumento de permeabilidade vascular, algesia, contrag@c de
diversos tipos de musculo liso (broncopuimonar, intestino e utero), aumentam a
motilidade dos espermatozdides, ativam a fosfolipase A, estimulam a
osteociase e participam de processos patolégicos tais como artrite e asma
(Sharma, 1992). Uma vez liberadas, as cininas s&o degradadas rapidamente por
aminopeptidases (cininases) encontradas no sangue e em tecidos. As duas
principais familias de cininases sdo: Kl e Kil (Erdos, 1990). A Kl é encontrada
no plasma (Ki-carboxipeptidase-N) e em membranas celulares (Kl-
carboxipeptidase-M), onde ambas removem o residuo de Arg® da cinina. A Klii-
ACE {enzima conversora de angiotensina) esta ligada a membranas biologicas,
especiaimente a de células endoteliais, enquanto a KH-NEP (endopeptidase
neutra) é enconirada nos rins, na microvilosidade intestinal, fibroblastos de
pulmbes e pele. Ambas hidrolisam a ligagéo Pro-Phe no terminal COOH.

A interacdo entre cininas e seu respectivo receptor pode levar a ativagéo
de diversos sistemas de segundo mensageiros, liberag&o de produtos do acido

araquidénico {prostaciclina, tromboxano A;) e caicio intraceluiar.



Atuaimente, foram identificados dois tipos de receptores para as cininas:
B, e B,. Os receptores do tipo By sdo encontrados em muscuio liso vascular
(Bouthiler et al., 1987; Farmer et al., 1991) sendo provaveimente o responsavel
por eventos inflamatérios na artrite reumatoide, periodontites & osteomielites
{(Marceau et al., 1980; Couture et al,, 1982). Os receptores B, estfo presentes
em! Gtero de rata, gata e fleo de cobaia (Barabe et al., 1977). Em musculo liso
vascular, ©os receptores B, sf@io os responsaveis pelo aumento de
permeabifidade vascular induzido por cininas (Schachter et al., 1987). Estes
receptores estdo também envolvidos em repostas patologicas como a dor
(Whaley et al., 1987), bronconstricéo (Jim et al., 1989) e hipotenséo (Sharma.,
1992). Fvidéncias atuais indicam a existéncia de receptores dotipo B;e B4 O
receptor B; foi identificado em tecidos pulmonares (Farmer et al., 1989), em
musculo liso fongitudinal esofaringico onde promove a contracéo via liberagéo
de prostaglandinas (Saha et al., 1990). O receptor do tipo B, foi identificado em
musculo liso longitudinal esofaringico, mas a contragao deste tecido parece néoc

envolver prostaglandinas {Saha et al., 1990},



10

1.5. Veneno de Phonedutria nigriventer

A aranha armadeira Phoneutria nigriventer é encontrada na América do
Sul, principalmente no Brasil, sendo a principal responsavel pelos acidentes de
araneismo em humanos {Lucas, 1988). Os sinais de envenenamentc em
hurﬁanos e animais de experimentacéo incluem dor local intensa gue se irradia
para os membros adjacentes, chogue neurogénico, distirbios cardiacos
(taquicardia e arritmias), edema pulmonar e priaprismo (Schenberg & Perewa-
Lima, 1971). Este veneno contém substancias de natureza proteica capazes de
ativar canais de sodio dependentes de voltagem em preparagbes de nervo
frénico-diafragma de rato e auriculas isoladas de cobaias (Fontana & Vital-
Brasil, 1985 Vital-Brasil et al., 1988). Além disso, o veneno de Phoneutna
nigriventer promove contragfes dose-dependentes de tecidos vasculares de
coelho por um mecanismo ainda ndo identificado (Antunes et al, 1993,
Marangoni et al., 1893). Recentemente, demonstramos que a injecado
intradérmica do veneno de Phoneutria nigriventer em ratos ¢ coelhos determina
um aumento de permeabilidade vascular, efeito este potenciade  por
vasodilatadores tais como prostaglandina E e CGRP (Antunes et al., 1992). C
aumento de permeabilidade vascular na microcirculacio cutdnea de coelhos @
decorrente da formagéo local de cininas, visto que o tratamento dos animais
com antagonistas de receptores B (Hoe 140) reduz a permeabilidade vascuiar

a0 passo que o tratamento com captopril (inibidor da enzima conversora de
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angiotensina) potencia marcadamente a resposta edematogénica (Marangoni et
al., 1993). O inibidor de proteases aprotinina (mas nao o SBTI) tambhém reduz o
aumento de permeabilidade vascular induzido pelo veneno. Isto indica que ©
veneno de Phoneutria nigriventer ativa o sistema de calicreinas tissulares in vivo
tevando a formacdo local de cininas as quais promovem extravazamento de
pro;teinas com consequente formagdo de edema (Marangoni et al., 1983).
Resultados semeihantes foram observados em corpo cavernoso de coetho in
vitro. Observamos que o veneno de Phoneutria nigriventer causa relaxamento
destes tecidos pela ativagio de calicreina tissular (Lopes-Martins et al., 1994).
Na verdade, a ativagdo de sistema de caticreina tissular neste tecido resulta na
geracdo local de cininas que indiretamente promovem liberacéo de oxido nitrico
derivado do endotélic e, consequentemernte, relaxamento. Estas conclusdes
foram baseadas em observagdes onde o captopril potencia a resposta relaxante
do venenc ac passo gue O Hoe-140 inibe © relaxamento. Além disso, a
aprotinina (mas néc o SBTl) e o inibidor de calicreina tissular KIZD-06 (P-F-

pNH;-F-S-V-Q-NH,) reduziram marcadamente o efeito relaxante do veneno.



1.8. Inibidores de calicreinas tissulares

Conforme descrito acima, as calicreinas tissulares desempenham um
papel importante em processos inflamatérios diversos. O “design” de novas
dro__gas potencialmente capazes de inibir as calicreinas tem sido um grande
desafio cientifico.

0Os inibidores para caiicreinaé tissulares foram primeiramente descritos
por Kraut et al. (1830) & partir de pulmdes, pancreas, gléndulas
submandibulares, nédulos linfaticos e rins bovinos (Kraut et al., 1930). A maioria
destes inibidores consiste em proteinas com peso molecuiar de 5 a 20 kDa.
Estes inibidores néo sdo altamente especificos para estas enzimas visto que 0s
mesmos inibem outras proteases como a Iripsina (Werle & Vogel, 1973;
Hochstrasse et al., 1974). Os inibidores de serino proteases podem ser
agrupados de acordo com suas similaridades, tais como, centro  ativo,
mecanismo de acdo, origem, caracteristicas estruturais ou fisico-quimicas
{Salvesen & Nagase, 1989). Estes inibidores podem ser do tipo Kunitz ou
Serpinas. Os primeiros possuem peso molecular relativamente baixo e formam
complexos fortes com diversas serino-proteases; como exemplo deste grupo
temos a aprofinina, isolada de pancreas bovino, pulméo, ovario, coragao,
tiredide, hipdfise @ mucosa do rimem (Chauvet & Acher, 1972). Apesar de nédo

ser inibidor especifico para as calicreinas tissulares, a utilizacéo de aprotinina é



grande devido ao seu baixo peso molecular e alto poder inibitdrio. As serpinas
possuem peso molecular elevado e formam complexos irreversiveis com as
calicreinas; como exemplo deste grupo temos a calistatina que € um inibidor
proteico enddgeno isclado & partir de plasma humano, sendo provaveimenie
responsavel pela reguiagio da atividade de calicreinas na circulacéo sanguinea

efou nos tecidos (Chao et al., 1991, 1992).
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2. OBJETIVOS

1. Investigar o efeito de calicreinas tissulares (calicreina pancreatica de
porco e urindria de coetho) e plasmética sobre a permeabilidade microvascular

cutdnea de coelhos in vivo;

2 Ensaiar novos inibidores de calicreinas tissulares sobre o aumento de
permeabilidade vasoular induzido pela calicreina pancreatica de porco € veneno

de Phoneutria nigriventer, em coeihos.



MATERIAIS E METODOS
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3.1. Medida de permeabilidade vascular na microcirculacao

cutdnea de coelhos

A permeabilidade microvascular cutanea foi estudada em coelhos aibinos
ma__chos New Zeland (1.5 a 2.5 Kg), adquiridos na granja Criex, Mogi das
Cruzes. O extravazamento de proteinas foi determinado em fungéo do acamulo
local de albumina humana marcada com "I em sitios da pele dos animais
(Williams, 1979; Brain & Williams, 1985). Os coelhos foram inicialmente
anestesiados com pentobarbital sédico (Sagatal, 30-40 mg/Kg) através da veia
marginal da orelha; quando necessdrio, doses de manutengdo foram
administradas. Em seguida, a "I albumina humana (2 uCifKg) e azul de Evans
(0.5 miiKg, 2.5% wiv) foram simultaneamente injetados pela via endovenosa. Os
agentes edematogénicos (calicreina de pancreas de porco, calicreina urinaria
de coelho, calicreina plasmatica de coelho, bradicinina, histamina, veneno de
Phoneutria nigriventer e fator ativador de plaquetas) foram preparados em salina
estéril & injetados intradermicamente em volumes de 100 ul na pele dorsal dos
animais previamente depilada. Cada dose de agonista foi injetada em seis
diferentes sitios no dorso dos animais. Apos 30 minutos, uma amostra de 5 ml
de sangue foi coletada através de punglo cardiaca e 0 animal foi sacrificado
injetando-se intravenosamente uma sobredose de Sagatal. A pele dorsal foi

removida, os sitios injetados foram recortados (15 mm de diametro) e a
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radioatividade presente em cada amostra de tecido cuténeo foi contada em
contador gama. O edema formado de cada sitio foi expresso como volume de

plasma exiravasado em fungéo da contagem obtida em 1 mi de plasma,

3.2. Sintese dos inibidores de calicreina tissular (ESPs)

A sintese dos inibidores de calicreinas tissulares (ESPs) foi realizada
pelo grupo dos Profs. Eline 8. Prado & Luiz Juliano Neto do Departamento de
Biofisica, Universidade Federal de S&o Paulo. Os processos usados para
sintese dos peptideos cromogénicos e fluorogénicos foram descritos
previamente por Chagas et al. (1891). A tabela 1 mostra os intbidores
empregados neste estudo bem como o peso molecular e valores de Ki dos
compostos. Em alguns experimentos, usamos um outro inibidor de calicreina
tisular, o KIZD-06 (tabela 1), fornecido pelo Dr, J. Burton (Rational Drug Design,

Boston University).



18

3.3. Ensaio de Farmacocinética

Neste ensaio foram utilizados coelhos machos New Zeland (1.5 a 2.5
Kg), anestesiados como descrito anteriormente. O inibidor ESP8 {ver tabela 1)
foi ?njetada em bolo através da veia marginal de uma das orelhas. Amostras de
sangue (10 mi) foram coletadas através da carétida {previamente canulada) nos
tempos 0, 1, 5, 15, 30 (minutos), 1, 2, 4, 8 (horas) apos o tempo de infusao do
ESPS, Para cada amostra de sangue coletada, foi injetado volume igual de
salina para manter a volemia do animal. As amostras foram centrifugadas para

separacio do plasma e dosagem dos compostos por HPLC.

3.4. Didlise do veneno de Phoneutria nigriventer

Visto que o veneno de Phoneutria nigriventer contém pequenas
quantidades de substancias vasoativas (histamina, serotonina) decidimos
dialisar 0 veneno para excluirmos a participagdo destas substancias no ensaio
biolégico. O veneno de Phoneutria nigriventer (§44 mi de uma solucéo de 0.2%)
foi dialisado contra 2 litros de salina (0.9%) por um periodo de 24 a 48 horas, &
4-6°C. A solugdo de didlise foi trocada quatro vezes durante este pericdo. Foi

retirada uma aliquota da soluco do veneno antes de se iniciar a didlise para
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comparacdo subsequente com material dialisado. O “cut off da membrana de

didlise foi de 10-12 kDa.

3.5. Purificagdo parcial da calicreina tissular de coelho

Coethos machos adultos New Zealand foram anestesiados com
pentobarbital sédico (Sagatal, 40 mg/Kg, i.v). Apos a laparatomia, retirou-se a
urina diretamente da bexiga. Esta foi acondicionada em frascos de vidro
esterilizados e mantidos & 10°C até o momento da utifizagdo do material.

Um ‘pool” de 500 mi de urina (proveniente de 25 coethos) foi
primeiramente dialisado contra dgua destilada, utilizando-se membrana de
diglise com “cut off’ de 20 kDa, & 4°C.

Aliquotas de 100 ml da urina dialisada foram entéo submetidas a uma
cromatografia de troca ibnica em DEAE - SEPHADEX G10 equilibrada com
tarnpdo Na:PO4 (0.05 M, pH=7.0) e condutividade 3mMho. Como tampes de
sluicio foram utilizadas solugbes de NaPO. (0.05 M/NaCl 0.3M; pH=7.0 ¢
Na,PO. 0.05 M/NaCl 0.6M; pH=0.7). Foram feitas dosagens de atividade do
material ndo retido, eluido com 0.3 M NaCl e 0.6 M NaCl. A atividade da
calicreina urindria de coelho s6 foi encontrada no material eluido com solugao

de NaCl 03 M. Desta forma, este material foi dialisado, liofilizado e
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ressuspendido em solugdo de salina a 0.8% (10 ml), quando entdo foi
submetido a cromatografia de afinidade em sistema FPLC-Superose 12. O
material ativo que permaneceu ligado a coluna foi eluido, dialisado e novamente

liofilizado.

3.6. Purificacao parcial da calicreina plasmatica de coelho

O sangue foi coletado através da veia marginal da orelha em tubos
plasticos contendo citrato de sédio 3.8% na proporgéo de 1:10. O sangue foi
centrifugado & 3000 rpm por 15 minutos, & temperatura ambiente. O plasma foi
separado e congelade & 20 °C.

O plasma foi descongelado & 37 °C na presenga de uma solugéo de
inibidores contendo benzamidina {1 mM), EDTA (1 mM) e polybreno (50 pg/mi).
A seguir, o plasma foi filtrado em gaze e o volume obtido mensurado. O plasma
foi entdo dialisado conira tampéo fosfato de sédio 0.016 M contendo 5 mM de
NaCl, 0.02% de azida sédica, 1 mM de benzamidina, 1 mM de EDTA e 50 ng/ml
de polybrene, em pH 8.2. O saco de dialise foi previamente tratada com acido
acético e posteriormente lavada intensamente em agua destilada. 0O tampao de
diglice foi trocado a cada 12 horas até que a condutividade atingisse valores

proximos a 1.6 - 1.7 Mho. O plasma foi entdo novamente centrifugado parg



precipitacdo de 1gGs e seu volume final mensurado. A seguir, fot acrescentado a
resina (DEAE - Sephadex) ao plasma. Essa mistura ficou sob agitagio durante
2 horas antes da eluicdo, que foi realizada em votume igual ao da mistura
plasmalresina. A sciugdo obtida foi novamente colocada para dializar e entéo
hofilizada.

A pré calicreina foi ativada incubando-se o plasma (50 pl) com tampao
Tris {1300 ul) & suifato de dextrana/acetona (50 ul), por 15 minutos @ 0 °C.

Para a dosagem de calicreina plasmatica, incubamos 900 ul da sofucac
de substrato (N-Benzoil-Pro-Phe-Arg-paranitroanilina 0.6 mM) com 100 ui da
mistura de ativagdo, incubados a 37 °C durante 10 minutos. A reacao foi
bloqueada com 150 ul de éacido acético & 30%. A leitura foi feita em
espectrofotdmetro com comprimento de onda de 405 nm.

Este método foi adaptado para ser realizado em leitor de placas de Elisa.
Para isto, utilizou-se a metodologia de ativagéo de plasma como descrito acima;
porém, para a reagéo de hidrolise utilizou-se 10 ul de plasma ativado + 80 i de
substrato + 15 ul de 4cido acético (para interromper a reagéo). A leitura fol

realizada com filiro de 405 nm.
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Curva Padrao de Paranitroanilina:

SDT Curve (uM) Paranitro 600 uM {ul) Tris HAC 30%
6.2 10 980 150
12.5 20 980 150
31.1 50 950 150
62.':‘*3 100 800 150
124.6 200 800 150

3.7. Medida da Pressio Arterial em Coelho

Coeihos machos (1.5 a 2.5 Kg) foram anestesiados com pentobarbital
sédico (Sagatal, 30 - 40 mg/Kg). A cardtida e a vela marginal da oretha foram
canuladas para medida de pressdo arterial e administracdo de drogas,
respectivamente. A presséo arterial fol medida atraves de um  transduior de
presséo (Ugo Basile, modelo PRC 21/3) conectado em canal poligrafo de dois
canais (Ugo Basile). Os experimenios foram* iniciados 15 minutos apds a
estabilizacio da pressdo arterial que, geralmente permaneceu na faixa de 80 a

100 mmHg. O ESP6 foi administrado sob infus&o continua (0.22 mi/min) e as
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demais drogas (acetilcolina e bradicinina) foram injetadas em bolus {100 ul),

lavando-se a canula com 100 yl de salina apos cada administragao.

3.9. Analise Estatistica

Os resultados estéio expressos como médias + erro padréo das médias.
Os resultados foram avaliados por andlise de varidncia (ANOVA) seguido pelo

teste de DUNCAN. Valores de p<0.05 foram considerados significativos.
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RESULTADOS



4.1. Efeito de calicreinas plasmaticas e tissulares sobre a

permeabilidade vascular

A figura 1 ilustra o efeito da injecdo intradérmica de calicreina de
péncreas de porco (CPP; 100 ng/sitic, n=6), calicreina urinaria de coetho (CUC;
1-100 ngfsitio, n=4) e calicreina plasmatica de coelho (CPC; 10-100 ng/sitio,
n=4} na auséncia ¢ na presenca de prostaglandina E, (PGE,; 0.1 nmol/sitio).
Podemos observar que tanto a CPP quanto a calicreina urindria de coetho
induziram extravasamento significante de proteinas plasmaticas somente
quando injetadas na presenca de PGE, {p<0.05). Por outro lado, a calicreina
plasmatica de coelho ndo causou exiravasamento significante de proteinas,
mesmo na presenca de PGE,. A partir desses resultados, passamos administrar
a CPP {em virtude da facilidade de obtengdo) ¢ demais agonistas na presenca

de PGE;, no sentido de permitir uma resposta edematogénica significante.
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Figura 1. Aumento de permeabilidade vascular induzido por
calicreinas em pele de coelhos. As colunas vazias ¢ cheias correspondem aos
compostos injetados na auséncia e na presenga de PGE, respectivamente. A
calicreina de pancreas de porco (CPP) foi administrada na dose de 0.1 ug/sitio,
a calicreina urindria de coelho (CUC) foi administrada nas doses de 1, 10 e 100
ngfsitio, e a calicreina plasmatica de coelho {CPC) nas doses de 10 e 100
ng/sitio. A linha tracejada representa o controle (sitios injetados com salina). As
barras verticais correspondem ao erro padrdo das médias para n=7. *p<0.05,

em relacdo aos sitios injetados com PGE; individualmente.
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4.2. Efeito de novos inibidores de calicreinas tissulares no
aumento de permeabilidade vascuiar induzido pela calicreina
pancreéatica de porco {CPP).

A tabela 1 mostra a composicdc em aminoacidos, peso molecular e
valores de K, para dez diferentes inibidores de calicreinas tissulares
empregados neste estudo. Os resultados abaixo mostram o efeito dos inibidores
de calicreinas tfissulares quando co-injetados intradermicamente com o0s
agentes edematogenicos (CPP, histamina e bradicinina). A injecdo intradérmica
do ESP5, ESPS, ESP8, ESP9 e ESP11 causou uma inibigdo dose-dependente
do extravasamento de proteinas induzida peta CPP, quando administrada nas
doses de 3-200 nmot/sitio (figura 2). J& os compostos ESP1, ESP3, ESP7 e
ESP10 na dose de 200 nmol/sitio, ndo alteraram significativamente ©
extravasamento de plasma induzide pela CPP (figura 3). Na dose de 200
nmoi/sitio, os. compostos ESP5, ESP6 e ESP8 n&o apresentaram efeito
significativo sobre o extravasamento de proteinas induzidos pela bradicinina
(Bk: 0.1 pg/sitio) ou histamina (His; 3 nmolfsitio) (tabela 2). Os compostos ESPY
& ESP11 nao foram testados com histamina (ou bradicinina) em virtude da baixa
quantidade disponivel. Conforme mostrado na tébe!a 3, o inibidor mais potente,
em razdo de seus valores de ICs, foi 0 ESP6 seguido do ESPS, ESP8, ESPS e

ESP11.



Quando o ESPS {200 nmol/sitio) foi administrado intradermicamente 30
minutos antes da CPP (0.1 ug/sitio) ou bradicinina (0.1 ng/sitio), verificamos que
0 Mesmo Causou uma reducao significativa do edema induzido pela CPP sem,

sntretanto, modificar o extravasamento induzido pela bradicinina {figura 4).
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Sequéncia de aminoacidos, valores de K, e peso molecular dos diferentes

inibidores de calicreina tissular utilizados neste estudo

Sequéncia de Ki (uM) Peso
Aminoacidos Molecular
Bz-F-F-R-P-R-NH (ESP1)} 0.5 824
Bz-F-F-pNa(ESP3) 0.4 518
Bz-F-F-8-R-EDDnp(ESPS) 0.1 867
Pac-F-S-R-EDDnp(ESPG) 07 734
Bz-F-pNH ,-F-R-P-R-NH ,(ESP7) 1.1 838
Bz-F-F-A-P-R-NH ,(ESP8) 7.8 738
Pac-F-F-R-P-R-NH , (ESP9) 0.3 824
Bz-F-F-§-P-R-NH ; (ESP10) 46 755
Bz-F-F-8-R-NH, (ESP11) 0.3 658
P-F-p-NHy-F-5-V-Q-NH; (KIZD) 280 738
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Figura 2. Efeito do ESPS (W), ESP6 (L1), ESPS (¥), ESPY{(A) e ESP11 (O)
sobre 0 aumento de permeabilidade vascular induzido pela calicreina de
pancreas de porco. A calicreina de pancreas de porco (0.1 ug/sitio) foi co-
injetada com a prostaglandina ks (0.1 nmol/sitio). As barras verticais

representam 0 erro padrio _das medias {n=4-5).



TABELA 2

Efeito do ESPS, ESPS ¢ ESPS8 sobre 0 aumento de permeabilidade vascular

induzido por bradicinina e histamina em presenca de PGE,.

Tratamento Bradicinina Histamina
Controle 718+ 15 nd
ESP5 67.2 +20 nd
Controle 67319 48.0 + 16
ESPG 60.0 £12 356+15
Controle 3B8.9+8 480+ 16
ESPS 33.0+£10 41.9+19

Os inibidores ESP5, ESP6 e ESP8 foram utilizados nas doses de 200
nmolfsitio. A bradit:inina, histamina e prostaglandina foram utilizadas nas doses
de 0.1 ugfsitio, 3 nmolisitic e 0.1 nmol/sitio, FeSpectivamente. Os resultados
estdo expressos como meédias + erro padrdo das médias (n=3-8). nd: nao

determinado.
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TABELA 3

1C.5 dos inibidores de calicreina sobre o aumento de permeabilidade

vascular induzido por calicreina pancreatica de porco.

INIBIDORES ICys (nmol/sitio)
Pac-F-S-R-EDDnp (ESP6) 7.8
Bz-F-F-S-R-EDDnp (ESPS) 142
Bz-F-F-A-P-R-NH ; (ESPB) 25
Pac-F-F-R-P-R-NH, (ESP9)} 30

Bz-F-F-S-R-NH; (ESP11) 50.4

A 1C,5 foi definida como a dose do inibidor em estudo capaz de inibir em
25% o extravasamento de proteina plasmatica induzido pela calicreina

pancredtica de porco (0.1 ug/sitio). n=4-5 animais.
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Figura 3. Efeito do ESP1, ESP3, ESP4, ESP7 e ESP10 sobre o
aumento de permeabilidade vascular induzido pela calicreina de pancreas
de porco. Os inibidores foram utilizados nas doses de 200 nmol/sitio, 0s guais
foram co-injetados com a calicreina pancredtica de porco (0.1 ug/sitio). As
colunas vazias e cheias representam sitios controles e  fratados,
respectivamente. A linha tracejada horizontal representa os sitios injetados com

salina. As barras verticais correspondem ao erro-padrio das médias (n= 3-5).
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Figura 4. Efeito do pré-tratamento com ESP6 sobre o aumento de
permeabilidade vascuiar produzido pela calicreina de pancreas de porco e
bradicinina em pele de coelho. O ESP6 (200 nmol/sitio) foi injetado
intradermicamente 30 minutos antes da calicreina pancreatica de porco (CPP;
0.1 pg/sitio) e da bradicinia (Bk; 0.1 ug/sitio) As colunas abertas e hachureadas
representam os sitios controles e tratados cor;i o ESP8, respectivamente. Os

resultados estao expressos como + o erro padréio das médias. "p< 0.05.



A injecdo infradérmica de todos os mibidores utilizados neste estudo ndo
causou extravasamento de proteinas guando injetados individualmente (200
nmeifsitio) efou gquando co-injetados com PGE;.

A seguir, investigamos o efeilo do ESPS administrado por via
endovenosa, onde o mesmo foi adminisirado sob a forma de infus&o continua
(6.2 mifmin) iniciada 15 minutos antes da injecdo intradérmica dos agentes
edematogénicos e terminada 30 minutos apos a injecdo destes agonistas. Os
animais controles foram infundidos com salina esteril, Na concentracio de 1.3
amoliKg, o ESP6 néo alterou de forma significativa a resposta edematogénica
induzida peia CPP, bradicinina e histamina (n=4; Figura 8). Entretanto na dose
de 4 umol/Kg, o ESP6 causou uma reducéo de 48 + 17% no extravasamento de
proteinas induzide pela CPP (p<0.05, n=6). Curiosamente, nesta mesma
concentrac&o, o ESPS reduziu de forma significativa (p<0.05) o edema induzido
pela bradicinina (47 + 6%, n=6), histamina (49 * 18%, n=6) e PAF (52 £ 17%,

n=6), Estes resultados estdo sumarizados na figura 5.



4.3. Cinética de desaparecimento do ESP6

O ESPE& foi infundido endovenosamente sob a forma de bolus na
concentracio de 4 umol/Kg. A figura 6 mostra que aproximadamente 50% deste
composto desaparece da circulacdo nos primeiros 15 minutos, enquanto que
aos 30 minutos praticamente 100% do ESP6E ja ndo existe mais na corrente

circulatoria.
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Figura 5. Efeito da administragdo endovenosa do ESP6 sobre o aumento
de permeabilidade vascular induzido por calicreina pancreatica de porco,
bradicinina, histamina, fator ativador de plaquetas e veneno de Phoneutria
nigriventer. O ESP6 foi empregado nas doses de 1.3 (painel A) e 4 umol/Kg
{paine! B). A calicreina de pancreas de porco (CPP, 0.1 uglsitio), bradicinina
(BK, 0.1 pg/sitio), histamina (His, 1 pgfsitio), fator ativador de plaquetas (PAF, 3
nmol/sitio) e veneno de Phoneutria pigriventer (VPN; 30 ug/sitio) foram co-
injetados com a prostaglandina E; (0.1 nmol/sitio} .As colunas vazias e cheias
representam o grupo de animais controle e tratado, respectivamente. A linha
tracejada corresponde aos sitios injetados com salina. As barras veriicais
correspondem as médias + erro padrdo das médias (n=6). "p<0.05, em relagéo
a seus controles.
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Figura 6. Tempo de degradaciio do ESP6. O eixo das ordenadas
axpressa a concentragdo do ESP6 {%) no plasma, e o eix0 das abcissas o

tempo apo6s a administracao.



4.4, Efeito do P-F-p-NH,-F-8-V-Q-NH; (KiZD-6) sobre o aumento

de permeabilidade vascular induzido pela CPP

A figura 7 mostra que a injegéo do KIZD-06 (200 nmolfsitio; n=7} causau
inibicdo pequena, porém significativa, do extravasamento de proteinas induzido
peié CPP (0.1 pgfsitio) e calicreina urindria de coelho (0.1 pgfsitio) sem,
entretanto, modificar a resposta edematogénica induzida pela bradicinina (0.1
ug/sitio). Quando injetado individualmente em doses de até de 100 ugysitio, o
KIZD-06 ndo afetou a permeabilidade vascular. Ao contrario do tratamento local,
o KIZD-06 ndo alterou a resposta edematogénica induzida pela CPP (0.1
uglsitio), veneno de Phoneutria nigriventer (30 ug/sitio} e bradicinina (0.1

ugfsitio), quando injetado endovenosamente (5 mg/Kg; tabela 4).

4.5. Efeito do ESP5 e ESP6 sobre o aumento de permeabilidade

vascular induzido pelo veneno de Phoneutria nigriventer

Conforme relatado anteriormente, o veneno de Phoneutria nigriventer
aumenta a permeabilidade vascular em pele de coelho por um mecarismo
dependente da ativacdo da calicreina tissular levando a geracdo local de

cininas (Marangoni et al, 1993). No sentido de confirmar estas observagies,
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empregamos os inibidores ESPS e ESP6 no edema cutaneo induzido pelo
verieno de é’honeutﬁa nigriventer. A Figura 8 mostra que o ESP5 (200
nmolisitio) e ESP6 (200 nmol/sitio}) promoveram uma pequena redugdo do
extravasamento de plasma induzido pelc veneno de FPhoneutria nigriventer. Ha
que se notar que a inibicdo observada sobre a resposta edematogénica do
veneno foi significativamente menor do que aguela observada com a CPP.
Contudo, a administracdo endovenosa do ESPS (4 umol/Kg, n=6), sob a forma
de infusdo continua {0.2 mifmin), ndo produziv inibigdo significativa do

extravasamenio de proteinas induzida peio veneno (Figura 5).

4.6. Efeito do ESP6 sobre a Pressio Arterial de Coelhos

A infusdo continua do ESPS (4 umol/Kg, 0.22 mi/min) durante 30 minutos,
ndo alterou os valores de pressio arterial média observados antes e apés a
infuséio deste composto ( 102 + 7mmHg e 97 + 9mmHg, valores de pressio
arterial antes e apds a infusdo do ESP6, respectivamente; n=4). A infus&o do
ESPS também ndo alterou signiﬁcativamente_g a queda de pressdo arterial
induzida pela acetilcolina {1 & 3 pg/Kg) e bradicinina (100 e 300 ng/Kg) (tabela

5).
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Figura 7. Efeito do KiZD-06 sobre o aumento de permeabilidade vascular
induzido por calicreina pancreatica de porco, calicreina urinaria de coelho,
venenc de Phoneutria nigriventer e bradicinina. O ESP6 foi administrado na
dose de 200 nmol/sitio. A calicreina pancreatica de porco (CPP; 0.1 ug/sitio),
calicreina urinaria de coelho (CUC. 0.1 ug/sitio), veneno de Phoneulria
nigriventer (VPN; 30 pg/sitio) e bradicinina (Bk; 0.1 ug/sitio) foram co-injetados
com a prostagiandina E, (0.1 nmolfsitio). :":'As colunas vazias e cheias
correspondem ao grupo de animais controles e tratados, respectivamente. Os
resultados estdo expressos como médias + erro padrdo das medias para 7

experimentos.  *p<0.05 em relagdo aos  respectivos  controles.
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TABELA 4
Efeito da infusdo do KIZD-06 sobre o aumento de permeabilidade vascular
induzido pela calicreina pancreatica de porco, bradicinina e veneno de

Phoneutria nigriventer.

PLASMA (ul)
Controle Tratado
Salina 83+15 145+73
CPP 243.0+16.0 316.2 +32.0
BK 8501486 126.4 + 13.0
VPN 2023380 2283 +23.0

0 KiZD-08 foi empregado na dose de 6.8 umoliKg. A calicreina
pancreatica de porco (CPP; 0.1 ug/sitio), a bradicinina (Bk; 0.1 pg/sitio) e ©
veneno de Phoneutria nigriventer (VPN; 30 ug/sitio) foram co-injetados com a
prostaglandina £, (0.1 nmol/sitio). Os resultados estdo expressos como médias

+ erro padréo das medias (n=4).
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Figura 8. Efeito do ESP5 e ESPE sobre o aumento de permeabilidade
vascular induzido pelo veneno de Phoneutria nigriventer, calicreina
pancreética de porco e bradicinina. O ESP5 e ESP6 foram administrados nas
dose de 200 nmol/sitio. A calicreina pancredtica de porco (CPP; 0.1 ug/sitio), a
bradicinina (Bk; 0.1 pg/sitio) e o veneno de Phoneutria nigriventer (VPN; 30
pg/sitio) foram co-injetados com a prostaglandina E¢ (0.1 nmolfsitio). As colunas
vazias e cheias representam os sitios controles e tratados, respectivamente. As
barras verticais correspondem ao erro padréo das médias (n=4). "P<0.05, em

relacdo a seus respectivos coniroles.
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TABELA 5

Efeito do ESP6 sobre a hipotensdo induzida pela acetilcolina e

bradicinina em coethos.

Antes {(mmHg) Depois (mmHg)
Acetilcolina 1 ng/Kg - 58 - 55
Acetilcolina 3 ug/Kg -71+1 -67 + 11
Bradicinina 100 ng/Kg ~49+ 5 ~44+8
Bradicinina 300 ng/Kg -58+2 -54+4

O ESP6 foi infundido na dose de 4 umoliKg durante 30 minutos. Os

resultados estdo expressos como + o erro padréo das médias (n=4).
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5. DISCUSSAO



406

A reacio inflamatdria aguda é caracterizada por exudagio de fiuidos &
proteinas plasmaéticas levando a formaco local de edema e consiste de eventos
dependentes e independentes do influxo de leucocitos. As alteracdes
vasculares s80 produzidas por diferentes mediadores inflamatérios os quais
atuam em nivel de vénulas poés-capilares para promoverem aumentc de
per_meébitidade microvascular 8 macromoléculas. Os resultados apresentados
neste estudo mosiram que calicreinas tissulares tais como a pancreatica e
urinaria de coelho sdo capazes de aumentar a permeabilidade vascular em pele
de coelho causando extravazamento de proteinas plasmaticas com consequente
formacdo local de edema. A exemplo de outros mediadores do processo
inflamatério, o aumento de permeabilidade vascular induzido pelas calicreinas
tissulares s6 foi observado quando tais agentes foram administrados na
presenca de um vasodilatador (PGE,). De fato, estudos prévios tém mostrado

que vasodilatadores tais como PGE,, PGE,, prostaciclina, peptideo relacionado

ao gene da caicitonina (CGRP) e polipeptideo vasoativo intestinal (VIP)
potenciam marcadamente ¢ aumento de permeabilidade vascultar induzido peia
injeco intradérmica de mediadores inflamatdrios incluindce a histaming,
bradicinina (Spector & Willoughby, 1968), fator ativador de plaquetas (Morley et
al. 1983 McGivern & Basran, 1984; Hwang et'al., 1985), taquicininas (Chanl,
1977: Lembeck & Holzer, 1979; Gamse & Saria, 1985) e leucotrienos (Peck et
al., 1981 Ueno et al, 1981; Bray et al, 1981). A potenciagdo da resposta

edematogénica causada pelos vasodilatadores tem sido explicada como
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decorrente de sua a¢do dilatadora arteriolar levando a um aumento do fluxo
sanguineo local e, consequentemente, aumento na guantidade de plasma
extravazado (Williams & Peck, 1977). Qutros autores acreditam que, ao lade do
efeito dilatador arteriolar, os vasodilatadores também atuam diretamenie na
membrana microvascular promovends um aumento do numero de ‘gaps’
ver}ulares, gfeito este que ndo seria influenciade por aiteragdes do fluxo
sanguineo (Joyner et al., 1979; Amelang et al., 1981; Pedroso-Mariani et at.,
1995).

Curiosamente, a calicreina plasmatica de coelho nao promoveu aumento
de permeabilidade vascular, mesmo na presenca da PGE,. Isto parece sugerir
gue cininas geradas no compartimento extravascular (caliding) sejam
moduladores da reacdo inflamatéria (aumento de permeabilidade vascular e
dor} mais importantes do que aguelas geradas no plasma (bradicinina). De
qualguer forma, ao contrério da bradicinina, o papel! fisiopatolégico da calidina
ainda ndo esta completamente elucidade em razéo do pouco conhecimento gue
se tem dos mecanismos de ativacdo do sistema da calicreina tissular. Estas
enzimas séo glicoproteinas acidas (25-43 kDa) que agem perto de seu sitio de
origemn. No caso da calicreina pancredtica humana, é conhecido que um
fragmento de 24 aminoacidos é removido “para formar a enzima ativa
(Fukushima et al., 1985). Entretanto, a protease endbgena responsavet por esta
reacdo ainda néo foi identificada. A escassez de conhecimentos reflete em parte

a auséncia de inibidores eficientes in vivo. Nesse sentido, ensaiamos neste
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astudo onze novos inibidores de calicreinas tissulares sobre o aumento de
permeabilidade vascular induzido pelg calicreina pancreatica de porco em pele
de coelho in vivo.

Nossos resultados demonstraram que a administra¢ao local (subcutanea)
dos compostos ESP5 (Bz-F-F-S-R-EDDnp), ESP8 {P*-F-S-R-EDDnp), ESP8
(B;—-F~F~A—P~«R-NH2), ESPY (Pac-F-F-R-P-R-NH;) e ESP11 (Bz-F-F-8-R-NH,)
inibiram de modo dose-dependente 0 extravazamento de proteinas induzido
pela calicreina pancreatica. Esta inibig8o foi especifica para a calicreina tissular
visto que os mesmos (ESPS5, ESP6 e ESP8) ndo modificaram o edema induzido
pela bradicinina efou histamina. O inibidor mais potente do extravazamento de
proteinas plasmaticas foi o ESP6 apresentando uma iCs de 7.8 nmol/sitio.
Curiosamente, parece ndo ter havido uma boa correlacéo entre os valores de Ki
e aqueles de inibicdo de edema in vivo, Por exemplo, de todos os inibidores
testados, 0 composto ESP5 apresentou o menor valor de Ki (Ki=0.1); entretanto,
foi menos potente do que o ESP8 (Ki=0.7). Além disso, O composte ESP8
apresentou um dos maiores valores de Ki (Ki=7.8), entretanto, mostrou uma
inibicio significante do edema (ICx=25 nmol/sitio). Esta discrepancia de
resultados parece indicar que tais inibidores possam ser metabolizados in vivo
para compostos mais (ou menos) eficientes. De fato, 15 minutos apés a
administragéo endovenosa do ESP6, 50% do composto ja desapareceu da
circulagdio ao passo que em 30 minutos, tal composto esta praticamente

ausente da corrente circulatéria. Dessa forma, ensaios i VIVO parecerm ser
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fundamentais para o estabelecimentc de inibidores de calicreinas tissulares
aficientes.

Qutro aspecto interessante desse estudo foi a observacio que a
administracdo endovenosa do ESP6 determinou inibigio “inespecifica” do
aumento de permeabilidade vascular visto gue, além de inibir o edema induzido
caigcreina pancredtica, tambem inibiu o edema induzido por histamina, PAF e
bradicinina. Ainda ndo conhecemos o mecanismo pefo qual o ESPS promove tal
inibicdo quando adminisirado endovenosamente embora podemos descartar a
possibilidade que este efeito seja devido a uma queda na presséo artenial do
animal em virtude do ESPS nao ter modificado a mesma. De qualquer forma, o
ESP6 parece estar atuando em um mecanismo comum (pos-receptor) a todos 0s
mediadores inflamatérios. O ESP6 poderia estar inibindo a contracio das
células endoteliais, passo fundamental para a abertura de jungbes entre as
células endoteliais que permitem o efluxo de proteinas plasmaticas para o
espaco intersticial. A isoprenalina (agonista f-adrenérgico) inibe o
extravasamento de proteinas provaveimente por produzir um acumulo de AMPc
na célula endotelial (Persson & Svensjo, 1985; Grega, 1986).

Um outro aspecto que contribui para o pouco conhecimento sobre ©
sistema de calicreina tissular & a auséncia de ferramentas farmacolégicas
capazes de ativa-lo. Nesse sentido, a descoberta que o veneno da aranha
Phoneutria nigriventer ativa o sistema de calicreina tissular em pele (Marangoni

et al,, 1993) e corpo cavernoso de coetho (Lopes-Marting et al., 1994) parece
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colocar este veneno como uma ferramenta importante para estudos futuros.
Nossos resulfados demonstraram que ¢ ESP5 ¢ ESP6 tambem inibiram ©
aumento de permeabilidade vascular induzido pelo vensno de Phoneutnia
nigriventer, porém a inibicdo foi significantemente menor do que agquela exercida
sobre a calicreina plasmética. Isto parece ndo ser surpreendente,
espgciaimente se admitirmos que o veneno ativa a calicreina tissular endogena,
diferente de induzirmos o edema injetando diretamente uma calicreina tissular
axdgena (calicreina pancredtica de porco).

Os compostos ESP5 e ESP6 foram ambos potentes e seletivos inibidores
de calicreinas tissulares quando administrados intradermicamente, 0 que torna
tais compostos Uteis em condigdes patologicas onde as calicreinas tissulares
tenham papet relevante. Tais compostos podem tambem representar
instrumentos farmacologicos importantes para a compreenséo do sistema de

calicreina tissular em diversas patologias como ¢ processe inflamatdrio.
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6. CQNCLUSGES



1. Calicreinas tissulares, mas n&o calicreina plasmatica, promovem
aumento de permeabilidade vascular em pele de coelho in vivo acarretando a

formacéo de edema focal.

2. Dos dez inibidores de calicreinas tissulares ensaiados sobre ©
aumento de permeabilidade induzido pela calicreina pancredtica, verificamos
que o ESPS foi o mais potente {(ICzs = 7.8 nmol/sitio) seguido pelo ESP5 (iCy =
14 nmol/sitio), ESP8 (IC;s = 25 nmolfsitio), ESPY (ICzs = 30 nmol/sitio) e ESP11
{IC»s = 50.4 nmolisitio). Inibicdo significativa da resposia edematogénica

também foi obtida com ¢ KIZD-06,

3. A administracdo endovenosa do ESP6 ( 4 umol/Kg) determinou
inibicdo significativa do edema de pele induzido pela calicreina pancredtica (48
+ 17 %de inibicao), bradicinina (47 £ 6 % de inibigdo), histamina (49 + 18 % de
inibicdo) e PAF ( 52 + 17 % de inibigéo) sem, no entanto, modificar a pressao

arterial dos animais.

4. Os compostos ESP5 e ESP6 também determinaram inibig&o
significativa do edema induzido pelo veneno de Phoneutria nigriventer,
entretanto, esta inibigdo foi significativamente menor do que aquela observada

para a calicreina pancreética.

5. Do presente estudo, selecionamos inibidores de calicreinas tissuiares
(ESPS5 ¢ ESPS) bastante eficientes e que poderdo ajudar futuramente a
entender o papel fisiopatologico do sistema de calicreina tissular nos processos

inflamatorios.
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ABSTRACT

in this study we have investigated the effect of novel tissue kallikreins on
the plasma protein exudation induced by eitheR porcine pancreas kallikrein
(PFfK) or Phoneutria nigriventer spider venon in the rabbit skin in vivo. The tissue
kallikrein inhibitors here described were synthetised based on analogues of
peptide substrates for tissue kallikreins. The intradermal injection of PPK and
rabbit urinary kallikrein, but not of rabbit plasma kallikrein, significantly increased
the microvascular permeability leading to local oedema formation in the rabbit
skin. At the dose of 3-200 nmoifsite, the intradermal co-administration of the
tissue kallikrein inhibitors Bz-F-F-S-R-EDDnp (Ki=0.1: ESP5), P*°-F-S-R-EDDnp
(Ki=0.7; ESP8), Bz-F-F-A-P-R-NH; (Ki=7.8; ESP8), P*°-F-F-R-P-R-NH; (Ki=0.3;
ESPS) and Bz-F-F-S$-R-NH, (Ki=0.3; ESP11) dose-dependently inhibited the
plasma protein exudation induced by PPK. The most potent compound was
ESPS (ICs= 7.8 nmol/site) followed by ESP5 (ICxs= 14.2 nmol/site), ESPB {ICxs=
25 nmolsite), ESPY (IC.s= 30 nmolfsite) and ESP11 (ICxs= 50.4 nmolfsite). The
compounds ESPS (200 nmolfsite) and ESP6 (200 nmolfsite) also significantly
inhibited the plasma protein exudation induced by Phoneutria nigriventer venon.
The compounds Bz-F-F-R-P-R-NH, (Ki=0.5; ESP1), Bz-F-F-pNa (Ki=0.4, ESP3),
Bz-F(NH,)-F-R-P-R-NH; (Ki=1.1; ESP7) and Bz-F-F-S5-P-R-NH; (Ki=4.6; ESP10)

had no significant effect on the PPK-induced plasma protein exudation in doses
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up to 200 nmol/site. ESPS also inhibited the plasma protein exudation induced
by either PPK when administered systemically (4 umol/Kg). This compound may
constitute an useful tool to further investigate both the physiological and

pathologicai role of tissue kallikreins,



