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RESUMO 

Introdução: Doença renal crônica acelera o desenvolvimento de ateroscleroses. A 

catepsina S é uma potente protease que quebra as fibras de elastina na parede das 

artérias e gera peptídeos bioativos de elastina, promovendo inflamação e 

calcificação vascular. Objetivo: Verificar os efeitos da inibição seletiva da catepsina 

S nas ateroscleroses de camundongos deficientes em apolipoproteína E (ApoE-/-) 

com doença renal crônica. Método: A doença renal crônica foi induzida por 

nefrectomia subtotal (5/6) em camundongos ApoE-/-, alimentados com uma dieta 

com alto teor de gorduras e colesterol. Os camundongos hipercolesterolêmicos, com 

doença renal crônica receberam essa dieta misturada com 6,6 ou 60 mg / kg do 

inibidor seletivo da catepsina S - RO5444101 ou a mesma dieta sem o inibidor 

seletivo da catepsina S (controle). Resultados: Camundongos com doença renal 

crônica tinham níveis plasmáticos significativamente mais elevados de osteopontina, 

osteocalcina e osteoprotegerina (204%, 148%, e 55%, respectivamente; p<0,05), 

que foram inibidos pelo RO5444101 (60%, 40%, e 36%, respectivamente; P<0,05). 

Imagens moleculares fluorescentes revelaram uma redução significativa na atividade 

da catepsina em camundongos tratados. O RO5444101 diminuiu também a 

atividade osteogênica. Avaliação histológica na placa aterosclerótica demonstrou 

que o RO5444101 reduziu a imunorreatividade da catepsina S (P<0,05), a 

degradação da elastina (P=0.01), o tamanho da placa (P=0.01), a acumulação de 

macrófagos (P<0,01), o fator de diferenciação do crescimento-15 (P=0.0001), a 

calcificação (atividade da fosfatase alcalina), P<0,01; e a osteocalcina, P<0,05). 

Além disso, o inibidor da catepsina S ou o siRNA significativamente diminuiu a 

expressão do fator de diferenciação do crescimento-15 e a proteína quimiotáctica de 

monócitos-1 numa linha de células de macrófagos de camundongos e macrófagos 

primários humanos. Conclusão: A inibição seletiva da catepsina S atenua a 

progressão de lesões ateroscleróticas em camundongos deficientes em 

apolipoproteína E com doença renal crônica. 

 

Palavras-chave: Doença renal crônica. Catepsina S. Inflamação e aterosclerose. 



 

ABSTRACT 

Introduction: Chronic kidney disease accelerates the development of 

atherosclerosis. Cathepsin S is a potent protease that cleaves elastin in the arteries 

wall and generates bioactive elastin peptides, promoting vascular inflammation and 

calcification. Objective: To verify the effects of selective inhibition of cathepsin S in 

atherosclerosis in apolipoprotein E deficient (ApoE-/-) mice with chronic kidney 

disease. Methods: chronic kidney disease was induced by a subtotal (5/6) 

nephrectomy in a high-fat high-cholesterol fed ApoE-/- mice. Hypercholesterolemic 

mice with CRD received a diet admixed with 6.6 or 60 mg/kg of the selective 

cathepsin S inhibitor RO5444101 or a diet without the selective inibidor of the 

catepsina S (control). Results: chronic kidney disease mice had significantly higher 

plasma levels of osteopontin, osteocalcin, and osteoprotegerin (204%, 148%, and 

55%, respectively; P<0.05), which were inhibited by RO5444101 (60%, 40%, and 

36%, respectively; P<0.05). Near-infrared fluorescence molecular imaging revealed a 

significant reduction in cathepsin activity in treated mice. RO5444101 decreased 

osteogenic activity. Histologic assessment in atherosclerotic plaque demonstrated 

that RO5444101 reduced immunoreactive cathepsin S (P<0.05), elastin degradation 

(P<0.01), plaque size (P<0.01), macrophage accumulation (P<0.01), growth 

differentiation factor-15 (P<0.0001), and calcification, alkaline phosphatase activity, 

(P<0.01); osteocalcin, (P<0.05). Furthermore, cathepsin S inhibitor or siRNA 

significantly decreased expression of growth differentiation factor-15 and monocyte 

chemotactic protein-1 in a murine macrophage cell line and human primary 

macrophages. Conclusion: The selective inhibition of cathepsin S attenuates the 

progression of atherosclerotic lesions in apolipoprotein E deficient mice with chronic 

kidney disease 
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1 INTRODUÇÃO 

Os rins desempenham importante papel na manutenção da homeostase 

corporal e sua principal função é filtrar os resíduos do sangue antes de convertê-los 

em urina. Além de manter o equilíbrio hidroeletrolítico, os rins eliminam substâncias 

tóxicas resultantes da digestão; da atividade muscular, e da exposição a substâncias 

químicas ou medicamentosas. Outras funções também importantes dos rins são a 

produção de renina, que regula a pressão sanguínea, a produção de eritropoietina, 

que estimula a produção de glóbulos vermelhos, e a produção da forma ativa da 

vitamina D, que é essencial para a saúde dos ossos (SANTORO et al., 2015). 

A Doença Renal Crônica (DRC) é definida como anomalias da estrutura ou 

função dos rins, presentes por mais de 3 meses, com implicações para a saúde. A 

DRC é classificada com base na causa, na taxa de filtração glomerular (TFG) e nos 

valores da taxa de excreção da albumina (KDIGO, 2012). Até que o paciente tenha 

perdido cerca de 50% do funcionamento dos seus dois rins ele permanece 

praticamente sem sintomas (LIU et al., 2008). Porém, se a doença renal progride, os 

sinais e sintomas irão aparecer e, em algum momento, o paciente poderá precisar 

de diálise (O'HARE et al., 2015). Algumas diretrizes recomendam que a diálise deve 

ser iniciada quando a TFG cai abaixo do nível recomendado em pacientes com DRC 

assintomáticos. O National Kidney Foundation in the Dialysis Outcomes Quality 

Initiative (NKFDOQI) recomenda diálise quando a TFG cai abaixo de 10,5 mL / min / 

1,73m2 (NATIONAL KIDNEY FOUNDATION, 1997).  

Pacientes em estágios iniciais de DRC, que não estão em diálise, têm risco 

de desenvolver doenças cardiovasculares (DCV) semelhante ao de pacientes com 

doença arterial coronariana estabelecida (FOLEY et al.,1998), enquanto que os 

pacientes com doença renal em estágio terminal, tratados por diálise, têm um risco 

de desenvolver DCV aproximadamente 30 vezes maior do que a população geral 

(DE JAGER, D. J. et al., 2009; SARNAK et al., 2003), e metade desses pacientes 

morre de causas cardiovasculares (CAMPEAN et al., 2005; SCHIFFRIN et al., 2007). 

Apesar de terem um risco elevado de DCV, os pacientes com DRC têm 

experimentado benefícios limitados no tratamento realizado com estatinas 

isoladamente (FELLSTROM et al., 2009; BAIGENT et al., 2011), deste modo, há 

necessidade de investigar os mecanismos responsáveis pela DCV em pacientes 

com DRC para o desenvolvimento de novas terapias eficazes.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Santoro%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26000281
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O%27Hare%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25700539
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A inflamação arterial é o aspecto-chave da iniciação e da progressão da lesão 

aterosclerótica (HANSSON, 2005). A aterosclerose é uma doença inflamatória 

caracterizada por extensa remodelação da arquitetura da matriz extracelular da 

parede arterial (LIU et al., 2004), e vários mecanismos moleculares participam na 

resposta a lesões na parede vascular e na formação e progressão da lesão 

aterosclerótica (BUSINARO et al., 2012). 

A inflamação crônica provavelmente acelera a aterosclerose em pacientes 

com DRC (MCLNTYRE et al., 2011) e a combinação de inflamação crônica com um 

desequilíbrio no nível sérico de fosfato de cálcio nesses pacientes agrava esse 

processo (NAVARRO-GONZALEZ et al., 2009; CHEN et al., 2010; PAI et al., 2011). 

Várias proteínas relacionadas com a formação óssea bem como com a regulação da 

calcificação extra óssea, como a osteopontina (OPN), a osteocalcina (OTC) e a 

osteoprotegerina (OPG), são sugeridas como marcadores de ateroscleroses e estão 

aumentadas em pacientes com DRC (JONO et al., 2006; JANDA et al., 2013; 

GLUBA-BRZÓZKA et al., 2014). 

A OPN é uma glicoproteína fosforilada, secretada na matriz extracelular 

óssea, altamente expressa em placas ateroscleróticas e os níveis plasmáticos de 

OPN são elevados em pacientes com doença das artérias coronárias e naqueles 

com estenoses arteriais prévias (RYUICHI et al., 2009). Já a OTC, que é secretada 

apenas por osteoblastos, desempenham um papel na regulação da homeostase do 

cálcio e mineralização óssea (LEE et al., 2007). A OPG é também uma glicoproteína 

membro da superfamília do receptor do fator de necrose tumoral (TNF), produzida 

por osteoblastos e células endoteliais vasculares e do músculo liso (AOKI et al., 

2013). Níveis elevados de OPG têm sido relacionados com doenças cardíacas 

(VENURAJU et al., 2010), em pacientes com DRC em diálise (NASCIMENTO et al., 

2014; PATEINAKIS et al., 2013).  

Além disso, pacientes com DRC em hemodiálise têm níveis elevados de 

citocinas pró-inflamatórias (LAM et al., 2008), que podem iniciar e perpetuar o círculo 

inflamação-calcificação. Dentre elas, a molécula MIC-1/GDF-15 tem sido identificada 

como um novo biomarcador para o desenvolvimento de eventos cardiovasculares e 

para o controle de terapia para a doença aterosclerótica (JOHNEN et al., 2012; 

GUENANCIA et al., 2015). Porém, a catepsina S (CatS) é o alvo que desempenha o 

papel mais crítico na inflamação e calcificação arterial, e sua expressão elevada tem 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15178558
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Janda%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23535831
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guenancia%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26113476
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sido associada a mortalidade de pacientes com DRC em hemodiálise (CARLSSON 

et al., 2015). 

1.1 Catepsina S 

A CatS é uma protease lisossômica responsável pela remoção de proteínas 

danificadas ou indesejadas. CatS é expressa em células apresentadoras de 

antígenos, incluindo macrófagos, linfócitos B, células dendríticas e micróglias, e 

também é secretada por macrófagos e células microgliais, em resposta a 

mediadores inflamatórios, incluindo lipopolissacarídeos, citocinas pró-inflamatórias e 

neutrófilos (WILKINSON et al., 2015). Enquanto o pH ótimo de outras proteases 

lisossômicas é ácido, e estas, devido às suas instabilidades no pH citoplasmático, 

permanecem dentro das vesículas lisossomais, a CatS se apresenta cataliticamente 

ativa sob a pH neutro (WILKINSON et al., 2015; CAGLIČ et al., 2013), e em 

contraste, permanece estável e tem um papel fisiológico fora do lisossomo. A 

atividade da CatS é fortemente regulada pelo seu inibidor endógeno, cistatina C, e 

sua não inibição fisiológica pode desempenhar um papel na progressão de diversas 

doenças não apenas de cunho inflamatório (WILKINSON et al., 2015).  

A CatS tem um papel fundamental na apresentação de antígenos ao regular, 

a interação do complexo principal de histocompatibilidade de classe II (MHC II) com 

pequenos fragmentos de peptídeos para apresentação na superfície de células 

apresentadoras de antigênico do sistema imunológico (COSTANTINO et al., 

2009). Deste modo, as estratégias para inibir a CatS e consequentemente prevenir 

ou retardar a apresentação desses autos antígenos podem ter benefícios 

terapêuticos inclusive em desordens imunológicas (CONUS; SIMON, 2010) e 

autoimune (RUPANAGUDI et al., 2015).  

A CatS tem sido também alvo de pesquisas para desenvolvimentos de 

terapias em outras áreas como: prurido (TEY; YOSIPOVITCH, 2011),  dor 

(WILKINSON et al., 2015), câncer (HUANG et al., 2015; VÁZQUEZ et al., 2015; 

BURDEN et al., 2009), angiogênese (SMALL et al., 2013) e obesidade (TALEB; 

CLÉMENT, 2007). Pacientes com artrite reumatóide tem níveis plasmáticos de CatS 

elevados (RUGE et al., 2014), e os níveis dessa protease têm valor preditivo na 

progressão de artrites (BEN-ADERET et al., 2015) e artrite reumatóide (POZGAN et 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huang%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26029922
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Small%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23629809
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al., 2010). Os níveis de CatS estão elevados em pacientes com dermatite seborreica 

e poderá ser um potencial marcador para ajudar a avaliar o efeito de tratamentos 

para caspa (VIODÉ et al., 2014). Interessante também é que a injeção intraplantar 

de CatS causou inflamação e hiperalgesia em camundongos que foram atenuadas 

com o uso de antagonistas da CatS e do PAR2 (ZHAO et al., 2014). 

O silenciamento (siRNA) da CatS mediado por lentivírus induziu 

significativamente a apoptose e a quimio sensibilidade de células cancerosas 

MHCC97-H. Isto proporciona uma estratégia anticâncer atraente e uma nova 

possibilidade para o tratamento de carcinoma hepatocelular humano (XUEDI et al., 

2015). Além disso, Basu et al. (2015) mostraram que os níveis de CatS e proteína c 

reativa (PCR) observados em mulheres que posteriormente desenvolveram câncer 

de mama podem fornecer informações de prognóstico em relação ao 

desenvolvimento do tumor.  

A CatS desempenha um papel importante na permeabilidade dos vasos 

sanguíneos e angiogênese, ao estimular as células endoteliais microvasculares a 

secretarem enzimas proteolíticas, facilitando sua penetração na membrana basal 

vascular (SHI et al., 2003). Evidências de estudos em humanos e animais têm 

demonstrado níveis elevados de CatS em lesões ateroscleróticas produzidas por 

hipóxia, e que o silenciamento do gene da CatS suprimiu a ação angiogênica 

induzida por isquemia, diminuindo os níveis de PPAR-γ e da ativação de sinalização 

do VEGF/ERK1/2 em resposta à isquemia (LI et al., 2015). Os níveis de CatS 

aumentados no sangue têm sido associados ao aumento do risco de doenças 

cardiometabólicas. Em comparação com uma dieta controle habitual, uma dieta 

saudável diminuiu os níveis CatS em indivíduos saudáveis, possivelmente mediada 

por perda de peso ou redução da lipoproteina de baixa densidade (LDL) (JOBS et 

al., 2014).  

Nas doenças cardiovasculares, tais como aterosclerose, aneurismas da aorta 

abdominal e infarto do miocárdio pós-reparação cardíaca, a CatS tem emergido 

como um elemento importante na progressão da patogênese (CHEN et al., 2013; 

PAN et al., 2012). A análise imuno-histoquímica das amostras de pacientes com 

aneurisma da aorta abdominal (AAA) revelou regulação positiva da CatS, quando 

comparado com amostras de controle saudáveis (LOHOEFER et al., 2012). A CatS 

secretada na membrana basal dos vasos sanguíneos quebra várias proteínas na 

matriz extracelular (DE NOOIJER et al., 2009) incluindo laminina, colágeno e 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhao%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25118282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Basu%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26079659
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25668148
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preferencialmente a elastina, que geram peptídeos bioativos de elastina 

(LOHOEFER et al., 2012; SAMOUILLAN et al., 2012; METCALF et al., 2010). 

Fragmentos de peptídeos derivados da elastina, também conhecidos como 

matrikines, podem aumentar a inflamação. A elastina estimula a quimiotaxia dos 

macrófagos (SIMPSON et al., 2007) e promovem inflamação e calcificação vascular 

(LIU et al., 2004).  

Além disso, a CatS se posiciona com as regiões de aumento de quebra da 

elastina nas placas ateroscleróticas (SAMOKHIN et al., 2010). Em enxertos venosos, 

a CatS contribui para a migração de macrófagos através da degradação da 

integridade das fibras elástica facilitando formação e hiperplasia da camada íntima, o 

que pode proporcionar um alvo terapêutico para a preservação da permeabilidade 

desses enxertos nas cirurgias de revascularização miocárdica (SHI et al., 2014).  

Foi relatado anteriormente que a deficiência e a inibição farmacológica da 

CatS levam à redução da atividade elastolítica, diminuição da inflamação e 

calcificação nas artérias dos camundongos hipercolesterolêmicos com e sem DRC 

experimental, evidenciando, in vivo, a implicação da função elastolítica da CatS - 

induzindo calcificação nas artérias e na válvula aórtica (AIKAWA et al., 2009; 

SAMOKHIN et al., 2010). A CatS tem sido de interesse crescente da indústria 

química farmacêutica, dado o seu papel na modulação da apresentação de 

antígenos através do complexo principal de histocompatibilidade de classe II (MHC 

II), bem como no seu envolvimento em atividades proteolíticas extracelulares. A 

inibição dessa enzima reduz a degradação da cadeia invariante, um acompanhante 

fundamental que também bloqueia o peptídeo de ligação por moléculas MHC II, 

diminuindo assim a apresentação de antígeno para células CD4 (+) T-cells e 

consequentemente diminuindo a inflamação. Inibidores de catepsina S são, portanto, 

sugeridos como potencial agente terapêutico para uma variedade de doenças 

(RUPANAGUDI et al., 2015; JADHAV et al., 2014). 

Os pacientes com DRC possuem um estado inflamatório crônico que podem 

contribuir para acelerar a aterosclerose, elevando significativamente o risco de 

doença arterial coronariana, insuficiência cardíaca, acidente vascular cerebral e 

doença arterial periférica (AFSAR et al., 2014). Desta forma, acredita-se que um 

novo alvo terapêutico, centrado na inflamação vascular, poderá ajudar a diminuir ou 

retardar a progressão de lesões ateroscleróticas em pacientes com DRC em diálise.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Metcalf%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20044292
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Samokhin%20AO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20410833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Afsar%20B%5Bauth%5D
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Para buscar mais uma prova que possa esclarecer esse conceito, o presente 

estudo testou a hipótese de que o tratamento com um inibidor, altamente seletivo, da 

CatS atenua a inflamação e a formação de lesão aterosclerótica nas artérias dos 

camundongos hipercolesterolêmicos com DRC.  
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2 OBJETIVO GERAL 

Analisar se a inibição seletiva da catepsina S (CatS) atenua ateroscleroses 

em camundongos deficientes na apolipoproteína E (ApoE-/-) com Doença Renal 

Crônica (DRC). 

2.1 Objetivos específicos 

 Descrever a estrutura e farmacologia (espécie e seletividade da protease) 

do inibidor específico da CatS, RO544410; 

 Descrever os efeitos do inibidor da CatS sobre os níveis plasmáticos dos 

marcadores osteogênicos: osteocalcina, osteopontina e osteoprotegerina; 

 Descrever os efeitos do inibidor da CatS sobre expressão e sobre a 

atividade da CatS nas artérias dos camundongos ApoE-/- com Doença 

Renal Crônica; 

 Descrever os efeitos do inibidor da CatS no tamanho das placas, na 

acumulação de macrófagos, e na expressão do marcador inflamatório 

(GDF-15) em artérias ateroscleróticas de camundongos ApoE-/- com 

Doença Renal Crônica; 

 Identificar o papel do inibidor da CatS sobre a calcificação arterial em 

camundongos ApoE-/- com Doença Renal Crônica; 

 Descrever os efeitos do inibidor da CatS na expressão de GDF-15 

induzida por interferon gama (IFN-Ɣ) em macrófagos humanos e de 

camundongos. 
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3 MÉTODO 

Trata-se de uma pesquisa básica experimental. Os experimentos com animais 

foram aprovados pelo comitê permanente de pesquisas animais da Faculdade de 

Medicina de Harvard com o protocolo: 04728. 

3.1 Protocolo experimental (Animal) 

Camundongos machos, (N=60), com 10 semanas de idade, deficientes em 

apolipoproteína E, provenientes do laboratório Jackson (Bar Harbor, ME, USA) 

foram submetidos a uma dieta com elevado teor de gordura (Teklad TD.88137; 

laboratório Harlan, Indianapolis, IN, USA) por 10 semanas. Com 20 semanas de 

vida, os camundongos foram randomizados para continuarem somente com a dieta 

(N=15) ou a se submeterem a uma nefrectomia subtotal 5/6 (N=45), para indução de 

Doença Renal Crônica (DRC). Os camundongos com DRC foram, em seguida, 

tratados com 6,6 mg/kg (N=15) ou com 60 mg/kg (N=15) do composto RO5444101, 

misturado à dieta por mais 10 semanas. Um grupo de animais (N=15) com DRC não 

recebeu o tratamento com o RO5444101. O RO5444101 é um potente e seletivo 

inibidor da catepsina S desenvolvido pela Hoffmann La Roche, Basel, Suíça. 

3.2 Células e reagentes 

Células mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs) foram isoladas 

por centrifugação em ficoll-hypaque e aderência (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 

USA). As células foram cultivadas durante 10 dias em meio RPMI 1640 (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA), suplementadas com soro humano a 5% inativado pelo calor. A 

seguir, 2 mmol/L de L-glutamina, 100 mg/mL de penicilina, e 100 U/ml de 

estreptomicina foram adicionados a essas células mononucleares para se 

diferenciarem em macrófagos. Em adição, células tipo macrófagos de camundongos 

(RAW264.7) foram adquiridas no laboratório ATCC (Manassas, VA, USA) e 

cultivadas em meio de Eagle modificado por Dulbecco com 10% de soro fetal 

bovino. 
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3.3 Doença Renal Crônica (DRC) induzida cirurgicamente 

Para indução de DRC foi utilizado um modelo experimental já estabelecido, 

no qual é possível controlar a quantidade de massa renal removida (ORTIZ et al., 

2015; AIKAWA et al., 2009), e foi acrescentado clampeamento vascular e a micro 

eletro cauterização como um refinamento da técnica. Com essas medidas não 

houve mortalidade por sangramento, no pós-operatório imediato. Este modelo inclui 

dois passos para criar uremia (LEELAHAVANICHKUL et al., 2010; AIKAWA et al., 

2009; BRO et al., 2003). Primeiro, foi realizada uma nefrectomia 2/3, removendo o 

terço superior e o terço inferior do rim esquerdo. Segundo, após 7 dias de pós-

operatório, o rim direito foi removido.  

3.4 Imagem molecular da atividade da catepsina e da osteogênese 

Vinte e quatro horas antes das imagens, os camundongos receberam 

injeções simultâneas de dois agentes de imagem molecular com espectros 

totalmente distintos. O ProSense 750 (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) é um 

agente fluorescente ativável das catepsinas, e OsteoSense 680 (Perkin Elmer, 

Waltham, MA, USA) é um marcador conjugado de cálcio bisfosfonado. As imagens 

fluorescentes, “near infrared” (NIR) das artérias carótidas, com os animais vivos, 

foram adquiridas usando um microscópio de fluorescência (Olympus Corp, em 

Tóquio, Japão), com 2 canais; 633nm para excitação e 748nm de emissão, como 

descrito anteriormente (AIKAWA et al., 2007). 

Para as imagens ex-vivo, os camundongos foram sacrificados e os corações 

foram perfundidos com solução salina para retirar o excesso de sangue. As artérias 

aorta abdominal e carótidas foram dissecadas e, em seguida, foram fotografadas 

utilizando um sistema de refletância (NIRF) de imagem (Imagem Station 4000mm; 

Eastman Kodak Co., New Haven, CT, USA). As imagens foram processadas e 

analisadas com o software ImageJ versão 1.41 (NIH, Bethesda, MD, USA). As 

artérias foram congeladas, e encaminhadas para análises histopatológicas.  
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3.5 Quantificação dos níveis plasmáticos do composto (RO5444101) e a 

acumulação de P10 nos baços 

Camundongos selvagens “Wild Type” (WT) - c57bl/6, machos, com 8 

semanas de vida, provenientes do laboratório Charles River, Sulzfeld, Alemanha, 

receberam o composto RO5444101 por via oral (VO), e amostras de sangue foram 

coletadas durante sete horários diferentes em tubos com EDTA pré-esfriados. As 

amostras de sangue foram mantidas em gelo e imediatamente centrifugadas a 4°C 

para se obter o plasma. A quantificação dos níveis do composto no plasma foi 

realizada por cromatografia líquida e espectrometria de massa em tandem análise. 

O aumento da p10 foi confirmada em baços, que foram homogeneizados em ensaio 

de tampão de radioimunoprecipitação com inibidores de protease. Os lisados foram 

sujeitos a eletroforese, e as proteínas foram transferidas para uma membrana de 

difluoreto de polivinilideno. A membrana foi incubada com o anticorpo CD74 primário 

(BD Pharmingen, Heidelberg, Alemanha) e em seguida com um anticorpo anti-

coelho secundário. A membrana foi desenvolvida pela análise de western blot (GE 

Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido).  

3.6 Quantificação das proteinas no sangue 

O sangue recolhido através da veia cava inferior foi centrifugado num 

recipiente refrigerado, e o soro foi armazenado a 800C negativos. Os níveis séricos 

dos marcadores osteogênicos, incluindo a proteína óssea gamma-carboxyglutamate 

(gla) ou osteocalcina, a secretada fosfoproteína-1 ou osteopontina e a 

osteoprotegerina ou membro 11b da superfamília do receptor do fator de necrose 

tumoral, foram medidos pelo método de ensaio “enzyme-linked immunosorbent 

assay” (elisa) Millipore, Billerica, MA, USA). 

3.7 Avaliação histopatológica 

As amostras de tecidos foram congeladas no composto de ornithine 

carbamoyltransferase (OCT) (Sakura Finetek, Torrence, CA, USA) e séries de 

seções de 6 mm foram cortados e corados com hematoxilina e eosina (HE) para 
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avaliação morfológica geral. A atividade da fosfatase alcalina foi detectada em crio-

cortes (substrato da fosfatase alcalina kit; Vector Laboratórios, Burlingame, CA, 

USA). A coloração de Van Gieson foi utilizada para avaliar a elastina. Realizou-se a 

análise imuno-histoquímica para os macrófagos (mac3 anti-camundongo; BD 

Biosciences, San Jose, CA, USA), para a CatS (catepsina S anti-camundongo; 

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), para osteocalcina (Cabra 

anticorpo policlonal anti-camundongo; Serotec, Dusseldorf, Alemanha), e para o 

fator de diferenciação do crescimento-15 (GDF-15) (coelho anti-GDF-15 anticorpo 

policlonal; BIOS Anticorpos, Woburn, MA, USA), utilizando o método da peroxidase 

para o complexo avidina-biotina. As imagens foram capturadas e processadas 

usando um microscópio 80i Eclipse (Nikon Instrumentos, Melville, NY, USA). Cortes 

seriados ou adjacentes foram utilizados para análises de dados quantitativos. 

Imunofluorescência dupla foi realizada utilizando anticorpos contra CatS e mac3 ou 

actina alfa anti músculo liso (clone 1A4, Sigma-Aldrich). As secções foram 

contrastadas com 4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dilactate (DAPI) para visualizar os 

núcleos, e as imagens foram capturadas utilizando um microscópio confocal Eclipse 

(Nikon Instrumentos). 

3.8 Transfecção do siRNA 

Células tipo macrófagos de camundongos (RAW264.7) foram transfectadas 

com 200 nmol/L de siRNA contra CatS ou controle (siRNA mexidos não específicos) 

(Dharmacon, Lafayette, CO, USA) utilizando lipofectamina 2000 (Invitrogen) durante 

48 horas antes dos experimentos, seguindo os protocolos do fabricante. Por este 

método, a eficiência do silenciamento foi consistentemente maior que 90%. 

3.9 Quantificação da expressão genética por RT-PCR 

O RNA total, a partir de macrófagos humanos e de camundongos, foi isolado 

utilizando um kit RNeasy (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha) e transcrito de forma 

inversa pela transcriptase SuperScript II (Invitrogen) e iniciadores “primers” de oligo 

(dT). A polymerase chain reaction (PCR) quantitativa foi realizada no sistema de 

detecção de PCR, em tempo real, de cor única - MyiQ (Bio-Rad Laboratórios, 
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Hércules, CA, USA). Foram utilizados os seguintes iniciadores “primers” da 

Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, USA): hGDF-15: para a frente 50 Q8-

GACCCTCAGAGTTGCACTCC-30 e revertendo 50 -GCCTGGTTAGCAGGTCCTC-

30; MGDF-15: para a frente 50 -AGCTGCTACTCCGCGTCAA-30 e revertendo 50 -

GTAAGCGCAGTTCCAGCTG-30; hMCP-1/CCL2: seguindo 50 -

CAGCCAGATGCAATCAATGCC-30 e revertendo 50 -

TGGAATCCTGAACCCACTTCT-30; e mMCP-1/CCL2: seguindo 50 -

AGGTCCCTGTCATGCTTCTG-30 e revertendo 50 -TCTGGACCCATTCCTTCTTG-

30. Os níveis de mRNA dos diferentes genes testados foram normalizados para 

níveis de desidrogenase de gliceraldeído-3-fosfato para amostras humanas e para 

os níveis de beta-actina para amostras de camundongos. 

3.10 Experimentos sobre a farmacologia do inibidor da catepsina S e o ensaio 

P10 

A atividade enzimática foi medida por meio da observação do aumento da 

intensidade de fluorescência causada pela clivagem de um substrato peptídico que 

contém um fluoróforo de emissão o qual é apagado no peptídeo intacto. O tampão 

de ensaio consistia de 100/L de fosfato de potássio mmol, pH 6,5, 5 mmol/L EDTA-

Na, 0,001% de Triton X-100 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha), e 5 

mmol/l de ditiotreitol. As enzimas (todas a 1 nmol/L) foram utilizadas como se segue: 

as catepsinas humanas e de camundongos S, K, G, e B foram medidas. O substrato 

(20 mmol/L) foi: Z-Val-Val-Arg-AMC, exceto para a catepsina K, que utiliza Z-Leu-

Arg-AMC (Bachem, Bubendorf, Suécia). A excitação foi de 360nm, e a emissão de 

465nm. A enzima foi adicionada para as diluições da substância em placas de micro 

titulação de 96 poços, e a reação foi iniciada com o substrato. A emissão de 

fluorescência foi medida ao longo de 20 minutos. A acumulação da cadeia invariante 

p10 foi detectada em células B humanas por análise de Western blot. As células B 

foram purificadas a partir de PBMCs humanos, com maior purificação de células B, 

utilizando um kit de purificação por afinidade do grânulo CD19+ (Miltenyi Biotec 

GmbH, Bergisch Gladbach, Alemanha). As células foram estimuladas com 

concentrações crescentes de RO5444101 durante 16 horas e, em seguida, foram 

homogeneizadas em tampão de ensaio de radioimunoprecipitação com inibidores de 
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proteases. Os lisados foram submetidos a eletroforese, e as proteínas foram 

transferidas para membrana de difluoreto de polivinilideno. A membrana foi incubada 

com o anticorpo primário CD74 Pin.1 e anticorpos de cabra anti-camundongo raiz 

forte-IgG peroxidase (Art 32430; Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA). A 

membrana foi desenvolvida por análise de western blot (GE Healthcare). 

3.11 Análise estatística 

Os dados são apresentados em média e desvio padrão (Média±DP). Análise 

de variância e teste t de Student foram realizados utilizando o GraphPad Software 

Prism versão 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). 
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4 RESULTADOS 

Trata-se de resultados publicados em periódico científico internacional (The 

American Journal of Pathology, Vol. 185, No. 4, April 2015) e que foram transcritos 

para esta seção em idioma português, visto que o manuscrito foi publicado 

originalmente em língua inglesa. 

4.1 Estrutura e farmacologia do inibidor específico da catepsina S - RO5444101 

Este estudo utilizou o RO5444101, um inibidor com alta especificidade para a 

CatS, mas não para outras catepsinas (Figura 1A). 

Figura 1 - Farmacologia do RO5444101, um inibidor específico da CatS 

 
Legenda: (A) estrutura do inibidor seletivo da CatS - RO5444101. (B) células B humanas isoladas a 
partir de células mononucleares de sangue periférico foram tratadas com concentrações crescentes 
de RO5444101, seguido por análise de Western blot para quantificar a acumulação de p10. (C) 
efeitos do composto inibidor da CatS sobre o acúmulo de p10 in vivo. Acumulação significativa do p10 
foi observada em 10 mg / kg dose. (D) concentração plasmática do composto RO5444101 em relação 
à acumulação de p10. A linha verde mostra a elevação p10 em função da concentração plasmática 
da droga (exposição plasma); A linha vermelha indica a metade da concentração máxima de fármaco 
no plasma, para atingir elevação p10 (CE50); os sinais azuis, as mensurações para a curva verde. Os 

dados representam as Médias±DP. * P<0,05. 
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Este composto inibiu o local ativo da CatS com elevada potência (constante 

de inibição foi de 0,13 nmol / L, utilizando um sistema de clivagem de peptídeos in 

vitro) e boa seletividade em relação as outras catepsinas (B, K, L, C, H, V e X) ou 

outras proteases não cisteínicas, testadas nas concentrações de até 10 mmol / L 

(Tabela 1). 

Tabela 1 - Espécie e seletividade da protease do inibidor da CatS (RO5444101) 

IC50 values in nM       

RO compound Human 
Cat S 

Mouse  
Cat S 

Dog 
Cat S 

Rabbit 
Cat S 

Human 
Cat V or L2 

Human Cat K, Cat L, 
Cat C, Cat X, Cat H 

RO5444101 0.2 0.3 7.9 0.4 2849.0 All>25000 

Legenda: Efeitos in vitro do RO5444101 em recombinantes da CatS de diferentes espécies e várias 
proteinases humanas. O composto apresentou uma elevada potência e seletividade em relação a 
outras catepsinas humanas e também mostrou uma alta potência contra a CatS de outros animais.               

A atividade celular do composto foi testada em ensaios de antígeno de 

apresentação em células B humanas. A CatS cliva criticamente a cadeia invariante, 

uma proteção da molécula do complexo de maior histocompatibilidade classe II. 

Inibição da CatS em células apresentadoras de antígeno resultou na acumulação de 

um intermediário das cadeias invariantes p10, determinada por análise de western 

blot (Figura 1B). A média de EC50 do RO5444101 foi determinado como sendo 

189,3 nmol/L (Tabela 2).  

Tabela 2 - Valores de EC50 (nmol/L) do inibidor da CatS RO5444101 

RO Compound D1 D2 D3 D4 D5 D6 Média±DP 

RO5444101 328.5 174.9 178.9 170.9 164.3 118.0 189.3±71.7 

Legenda: EC50: Metade da concentração máxima do fármaco no plasma, para atingir elevação do 
p10. D = Donor. 

Foram testados os efeitos deste composto em camundongos e observamos 

que o mesmo induziu significativamente a acumulação de p10 em extratos de baço, 

demonstrando sua eficácia in vivo (Figura 1, C e D). Reduzida clivagem de 

invariantes, por sua vez, reduz os níveis de superfície do principal complexo de 

histocompatibilidade classe II e a resposta de citocinas induzida por antígenos em 

células PBMCs. A inibição da CatS é, por conseguinte, de grande interesse nas 

doenças inflamatórias crônicas, uma vez que pode reduzir o dano tecidual e 
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amortecer a geração de autoimunidade e inflamação. No geral, o composto 

RO5444101 mostra boa biodisponibilidade e propriedades farmacocinéticas 

(pequena molécula) em camundongos e macacos, tornando-se um atraente inibidor 

para estudar a função da CatS no contexto das doenças crônicas inflamatórias, 

incluindo ateroscleroses. 

4.2 Tratamento com um inibidor específico da catepsina S atenua o aumento 

dos níveis plasmáticos dos marcadores osteogênicos em camundongos 

APOE-/- com DRC 

Os níveis plasmáticos de osteocalcina [ou osso gama-carboxyglutamato (Gla) 

proteína], osteopontina (ou secretada fosfoproteína-1), e osteoprotegerina (ou 

membro 11b do receptor da superfamília do fator de necrose tumoral) aumentaram 

em camundongos com DRC após as nefrectomias 5/6 (Tabela 3). 

Tabela 3 - Níveis plasmáticos de osteocalcina, osteopontina e osteoprotegerina em camundongos 
ApoE-/- com DRC 

Grupos de Animais 
Osteocalcina 

(ng/mL) 
Osteopontina 

(ng/mL) 
Osteoprotegerina 

(ng/mL) 

ApoE-/- 64.6 ± 28.1 1079.4 ±300.1 1.8 ±0.5 

ApoE-/- DRC 161.3 ±50.5⋆† 3275.1 ±1181.0⋆† 2.8 ±0.9⋆† 

ApoE-/- DRC + 
6.6 mg/Kg 

113.6 ±61.6⋆ 1832.7 ±1109.0⋆ 2.2±0.7⋆ 

ApoE-/- DRC + 
60 mg/Kg 

96.4 ±20.1† 1294.3 ±478.2† 1.8±0.4† 

Legenda: Amostras de sangue foram coletadas em camundongos ApoE-/- no final do período de 
tratamento com o inibidor específico da catepsina S - RO5444101, e os níveis plasmáticos das 
citocinas osteogênicas foram medidos pelo método de “enzima-linked immunosorbent assay” (Elisa). * 
P<0,05 entre o grupo de dose baixa de tratamento (6,6 mg/kg) e o grupo de DRC. yP<0,05 entre o 
grupo de dose elevada de tratamento (60 mg/kg) e o grupo de DRC. DRC = Doença Renal Crônica. 
ApoE-/- = Deficiente na Apolipoproteína E. 

O tratamento, com o inibidor da CatS (RO5444101), nos camundongos com 

DRC, atenuou estas elevações. Verificou-se um decréscimo, dependente da dose, 

nos níveis de osteocalcina (P<0,05, 6 mg / kg, P<0,001, 60 mg / kg), osteopontina 

(P<0,05, 6 mg / kg, P<0,01, 60 mg / kg), e osteoprotegerina (P<0,05, 6 mg / kg; 

P=0.001, 60 mg / kg) no plasma, comparado com os animais com DRC sem 

tratamento (Tabela 3). Estes resultados indicam que a dose 60mg/kg do RO5444101 
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reduziu, para níveis normais, a elevação desses marcadores pró-osteogênicos 

associados com a DRC. 

4.3 Tratamento com RO5444101 reduz a atividade da catepsina S nas artérias 

dos camundongos com DRC  

Microscopia de varredura a laser, de alta resolução, com vários canais, 

visualizou em tempo real, a atividade das catepsinas em geral. O ProSense 750, é 

um contraste molecular para imagens “near infrared” (NIR) em tempo real, que é 

ativado por catepsinas, incluindo as catepsinas B, L e S. Camundongos com DRC 

mostraram sinais proteolíticos aumentados nas artérias carótidas em comparação 

com os animais de controle; um efeito que o tratamento com o inibidor da CatS 

limitou (Figura 2A). Além disso, foram utilizadas imagens macroscópicas de 

fluorescência e refletância “ex-vivo” para mapear a atividade da catepsina na aorta e 

artérias bráqueo-cefálicas. Observou-se uma redução significativa nos sinais de 

ProSense 750 nos camundongos tratados com a dose de 60 mg/kg do RO5444101 

(P<0,01), contra o grupo só com DRC (Figura 2, B e C). 
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Figura 2 - Efeitos do inibidor da CatS RO5444101 na expressão e atividade da catepsina em artérias 
de camundongos ApoE-/- com DRC 

 
Legenda: (A) imagens microscópicas representativas da atividade da catepsina em artérias carótidas 
de animais vivos. Banda C: atividade da catepsina em toda a aorta e artérias carótidas usando 
imagens ex vivo de fluorescência de refletância. Nota: Aumento do sinal da atividade da catepsina 
nas artérias carótidas e aorta abdominal de camundongos ApoE-/- com DRC, que diminuiu nos 
grupos tratados (setas brancas). Quantificação (B) e imagens fluorescentes (próximo do 
infravermelho), ex vivo e representativas, de fluorescência e refletância (C). (D e E) Imagens 
representativas de coloração imuno-histoquímica da CatS no arco aórtico. (F e G) quebras de fibras 
de elastina (setas amarelas) detectadas pela coloração van Gieson (F) e a quantificação das quebras 
das fibras de elastina (G) na curvatura menor do arco aórtico (H e I): CatS co-localizaçâo com 
macrófagos (setas brancas) e células musculares lisas em camundongos ApoE-/- com DRC. H, 
inserido: Macrófagos aumentados co-expressam catepsina S. L, indica lúmen. Os dados representam 

Médias±DP. * P<0,05. Ampliação do original: 400X. 

Análise imuno-histoquímica mostrou que o tratamento com o inibidor da CatS 

atenuou a acumulação de CatS nas placas ateroscleróticas, induzida pela DRC 
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(Figura 2, D e E). Juntos, os resultados das imagens moleculares e análises imuno-

histoquímica sugerem que o tratamento com inibidor da CatS reduziu a atividade 

elastolítica e os níveis proteicos da CatS na aorta de camundongos com DRC. A 

CatS é a mais potente enzima elastolítica. Nós, portanto, analisamos a 

fragmentação da elastina na curvatura menor do arco aórtico. Observamos que o 

tratamento com alta dose do RO5444101 (60 mg/kg) reduziu significativamente o 

número de quebras de fibras de elastina, como detectado pela coloração de van 

Gieson (P=0,01) (Figura 2, F e G). Estes resultados sugeriram que os camundongos 

tratados com uma dose elevada do inibidor da CatS tinham quantidades reduzidas 

de CatS e poucas quebras das fibras de elastina sugerindo que a inibição específica 

da CatS reduz a fragmentação da elastina. Análise imuno-histoquímica fluorescente 

para a CatS, mac3, e para a alfa actina do músculo liso em placas ateroscleróticas 

de camundongos com DRC, identificou os tipos de células responsáveis pela 

expressão da CatS (Figura 2, H e I). Verificou-se que a CatS se localizou 

predominantemente nos macrófagos, mas que alguma expressão de CatS também 

foi observada em células musculares lisas, das camadas mediais, em áreas 

inflamadas.  

4.4 Inibição da catepsina S reduz o desenvolvimento de placas 

ateroscleróticas, a acumulação de macrófagos e a expressão do marcador 

inflamatório GDF-15 nos camundongos APOE-/- com DRC 

Camundongos ApoE-/- com DRC tratados com o inibidor da CatS 

(RO5444101) tiveram diminuição das placas ateroscleróticas na curvatura menor do 

arco da aorta (P=0,01) (Figura 3, A e D). Os experimentos foram desenhados para 

permitir que as lesões ateroscleróticas se desenvolvessem nos camundongos 

(ApoE-/-) com dieta com elevado teor de gordura e colesterol durante 10 semanas, 

antes da indução da DRC e tratamento com inibição da CatS por mais 10 semanas.  
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Figura 3 - Inibidor da CatS RO5444101 diminui o tamanho da placa, a acumulação de macrófagos, e 
a expressão do fator de crescimento e diferenciação-15 (GDF-15) nas artérias 
ateroscleróticas de camundongos ApoE-/- com Doença Renal Crônica (DRC) 

 
Legenda: (A e D) quantificação do tamanho da placa aterosclerótica na curvatura menor do arco 
aórtico utilizando a coloração de hematoxilina e eosina (H&E). (B e E) coloração mac3 no arco da 
aorta (B) amostra de imagens representativa da acumulação de macrófagos; análise quantitativa de 
coloração mac3 (E). (C e F) Coloração imuno-histoquímica para a citocina pró-inflamatória GDF-15, 

no arco da aorta (C) e a sua quantificação (F). Os dados representam Médias±DP. * P<0,05, *** 
P<0,001. 

Para obter resultados clinicamente relevantes, examinou-se os efeitos da 

inibição específica da catepsina S (RO5444101) em placas ateroscleróticas já 

estabelecidas, mas não sobre a iniciação da aterosclerose. Foi observada 

significativa redução no tamanho da lesão aterosclerótica (Figura 3D) e no acúmulo 

de macrófagos (Figura 3E) em camundongos ApoE-/- com DRC tratados com uma 

dose elevada do inibidor. Mais importante, o tratamento reduziu a carga de ateromas 
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em camundongos ApoE-/- com DRC para níveis semelhantes aos camundongos 

ApoE-/- sem DRC.  

Estes resultados sugerem que este composto pode retardar substancialmente 

o desenvolvimento de aterosclerose avançada na DRC. Para explorar os possíveis 

mecanismos da redução do tamanho da placa, examinamos o acúmulo e a ativação 

dos macrófagos. O tratamento com RO5444101 diminuiu a acumulação de 

macrófagos, induzida pela DRC, e a ativação desses nas camadas arteriais íntima e 

média, medidas pela coloração para Mac3 (P<0,01 para 6,6 mg/kg, e P<0,001 para 

60 mg/kg) (Figura 3, B e E) e GDF-15 (ou citocina inibidora de macrófago-1; 

P<0,0001 para 6,6 e 60 mg/kg) (Figura 3, C e F). Estes resultados indicam que a 

inibição da CatS pode reduzir a carga inflamatória e deter, e potencialmente até 

mesmo reverter a formação da lesão aterosclerótica no camundongo com DRC. 

Para demonstrar a fonte celular da expressão da CatS, foi realizada coloração 

imunofluorescente dupla da CatS e macrófagos ou de células de músculo liso. A 

coloração revelou que a CatS é predominantemente expressa em macrófagos da 

camada íntima e média arterial (Figura 2 H). 

4.5 Inibição da catepsina S reduz calcificação arterial em camundongos  

APOE-/- com DRC 

Camundongos ApoE-/- com DRC, tratados com 60 mg/kg de RO5444101 não 

reduziram significativamente os sinais de calcificação nas artérias carótidas (imagem 

NIRF em tempo real) (Figura 4A), aorta e artérias bráqueo-cefálicos (ex vivo NIRF 

imagem de refletância) (Figura 4, B e C), como detectado pelo traçador de cálcio 

OsteoSense 680. No entanto, este tratamento reduziu significativamente a atividade 

da fosfatase alcalina (P<0,01) (Figura 4, D e E) e expressão da osteocalcina 

(P<0,05) (Figura 4, F e G) na curvatura menor dos arcos aórticos em comparação 

com o grupo não tratado. Juntos, estes resultados demonstraram que os 

camundongos com DRC têm atividades osteogênicas aumentadas, que foram 

reduzidas com a inibição da CatS. 
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Figura 4 - Inibição da CatS diminui a atividade osteogênica na aorta e artérias carótidas 
ateroscleróticas de camundongos ApoE-/- com Doença Renal Crônica (DRC) 

 
Legenda: (A) imagens microscópicas representativas de calcificação vascular nas artérias carótidas, 
utilizando um marcador sensível ao cálcio (OsteoSense 680) em animais vivos. (B e C) atividade 
osteogénica (OsteoSense 680) em toda a aorta e artérias carótidas (ex vivo) usando imagem de 
fluorescência de reflexão. Nota-se um aumento de sinal da atividade osteogénica nas artérias 
carótida e na aorta abdominal de camundongos ApoE-/- com CRD, que é diminuída nos grupos 
tratados (setas). Quantificação (B) de imagens (representativas) de fluorescência de refletância (ex 
vivo) próximo do infravermelho (C). (D e E) atividade da fosfatase alcalina (ALP) no arco aórtico. (F e 
G) coloração imuno-histoquímica para a osteocalcina no arco da aorta (F) e a sua quantificação (L). 

Os dados representam significa Médias±DP. * P<0,05. 

4.6 RO5444101 reduz a expressão de GDF-15 induzida por interferon gama 

(IFN-Ɣ) em macrófagos humanos e de camundongos 

Os dados in vivo sugerem que a inibição específica da CatS pelo RO5444101 

reduziu a acumulação de macrófagos e a expressão do marcador de ativação de 

macrófagos-15 (GDF-15), nas artérias de camundongos ApoE-/- com DRC (Figura 3, 

B e C). A pergunta seguinte era se uma diminuição na expressão da GDF-15 

resultaria na redução de macrófagos ou se este processo também envolvia 

diminuição da ativação dos macrófagos. Para testar a hipótese de que a inibição da 

CatS reduz a expressão de GDF-15 diminuindo a ativação de macrófagos, foi 

realizada cultura de células (experimentos in vitro). Pré tratamento com RO5444101 

reduziu a expressão de GDF-15 induzida pelo interferon gama (IFN-Ɣ) em ambos, 
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macrófagos primários humanos e monócitos derivados do sangue periférico (Figura 

5A) e macrófagos de camundongos, células RAW264.7 (Figura 5A).  

Figura 5 - Inibição específica da CatS por RO5444101 atenua a expressão do fator de diferenciação 
do crescimento-15 (GDF-15) e da proteína quimiotáctica de monócitos-1 (MCP-1/CCL2) 
induzidas por interferon gama (IFN-Ɣ) em macrófagos humanos e de camundongos 

 

Legenda: Macrófagos humanos primários diferenciados (Mᶲ), cultivados a partir de monócitos do 

sangue periférico e de células semelhantes à de macrófagos de camundongos (RAW264.7) foram 
pré-tratados com o inibidor da CatS RO5444101 e, em seguida, foram incubadas com IFN-Ɣ. 
RO5444101 ou siRNA contra a CatS reduziram a expressão de GDF-15 (A) e a MCP-1/CCL2 (B) 
induzidas por IFN-Ɣ em ambos os macrófagos humanos e de camundongos. N=4 para todas as 

experiências. Os dados representam Médias±DP. *P<0,05 entre comparações. Ctrl, controle; hlFN-Ɣ, 
humano IFN-Ɣ; mIFN-Ɣ, camundongo IFN-Ɣ.  

O efeito do composto RO5444101 pareceu envolver a inibição da CatS, como 

o silenciamento da enzima (siRNA) também reduziu a indução de GDF-15 pelo IFN-

Ɣ (Figura 5A). Da mesma forma, o tratamento com RO5444101 ou o silenciamento 

da CatS reduziram a expressão das proteínas quimiotáticas dos monócitos-1/CCL2, 

uma quimiocina pró-inflamatória, induzida pelo o IFN-Ɣ (Figura 5B). 
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5 DISCUSSÃO 

A Doença renal crônica (DRC) é um problema de saúde pública global 

(RADHAKRISHNAN et al., 2014; WEINER, 2007; LEVEY et al., 2003). A Doença 

Cardiovascular (DCV) é uma comorbidade comum e uma das principais causas de 

mortalidade na população DRC (MA et al., 2015; LEVEY et al., 1998; LONDON; 

PARFREY, 1997). Embora a mortalidade relacionada com doenças cardiovasculares 

seja relativamente incomum na população jovem, ela é responsável pela maioria das 

mortes em adultos jovens com DRC (FLYNN, 2006). Existem inúmeros fatores de 

risco para DCV em pacientes com DRC, incluindo fatores convencionais 

(hipertensão, diabetes, dislipidemia) e não convencionais, como estresse oxidativo, 

inflamação, anemia e distúrbios do metabolismo mineral (MA et al., 2015). 

Estudos recentes têm colocado grande ênfase na associação da rigidez 

arterial e DCV na população com DRC que necessita de diálise (SHAH et al., 2015), 

e que os níveis de HDL, o bom colesterol, não predizem doenças cardiovasculares 

na população com DRC (SONMEZ et al., 2015). Mais importante, essa população é 

a única que não tem benefício significativo de intervenções lipolipêmicas padrão 

(AGRAWAL et al., 2015), principalmente se estão em hemodiálise. A DRC altera 

profundamente o metabolismo e a composição das partículas de HDL prejudicando 

seus efeitos protetores sobre o endotélio vascular, e sobre o controle da inflamação 

e da oxidação. Assim, perturbações induzidas por DRC no HDL pode contribuir para 

o excesso de DCV em pacientes com DRC (KON et al., 2013).  

Em pacientes com DRC em estágio avançado, a estatina (sinvastatina) 

diminuiu os níveis de LDL e aumentou a sensibilidade da proteína C reativa, porém 

não houve associação com a diminuição de eventos cardiovasculares como infartos 

e derrames cerebrais (SARNAK et al., 2003; FELLSTROM et al., 2009). Portanto, 

verifica-se a necessidade de novas terapias que diminuam o risco cardiovascular em 

pacientes com DRC. O presente estudo fornece evidências de que a inibição 

seletiva e específica da CatS reduz inflamação e calcificação arterial em 

camundongos com DRC, sugerindo um novo alvo terapêutico para reduzir o risco de 

DCV nesta população. 

Observamos que a administração do inibidor seletivo da CatS (RO5444101), 

o qual não afeta a atividade proteolítica de outras catepsinas, melhora diversas 

características-chave da doença arterial neste modelo animal com DRC e 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ma%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25991557
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Flynn%20JT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16698298
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sonmez%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25885289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Agrawal%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25981315
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aterosclerose acelerada, incluindo: i) redução do tamanho da placa aterosclerótica; 

ii) redução do acúmulo e da ativação de macrófagos de placas ateroscleróticas, 

aferida pela expressão de mac3 e da molécula pró-inflamatória GDF-15; iii) redução 

da atividade da catepsina e do número de quebras de fibras de elastina nas placas 

ateroscleróticas; iv) redução da atividade osteogênica e de algumas características 

da calcificação vascular; v) redução dos níveis plasmáticos de marcadores 

osteogênicos circulantes (Figura 6). Estes resultados mostram que a elastólise 

decorrente da atividade da CatS promove inflamação e calcificação vascular, 

apoiando dados anteriores com camundongos com deficiência de CatS (AIKAWA et 

al., 2009). 

Figura 6 - Inibição da CatS em placas 
ateroscleróticas na Doença Renal Crônica 

 
Legenda: A inibição da CatS pode reduzir o 
tamanho da lesão através da diminuição do fator 
de crescimento e diferenciação-15 (GDF-15), um 
modulador de quimiotaxia de macrófagos. A 
inibição da CatS pode também diminuir os 
estímulos osteogénicos, tais como a osteopontina 
e osteocalcina, suprimindo a degradação da 
elastina.  

Além disso, os resultados do presente estudo sugerem que a manutenção da 

integridade da elastina por inibição seletiva da atividade da CatS reduz inflamação 

arterial e osteogênese podendo melhorar a saúde cardiovascular em pacientes com 

DRC. Catepsinas proteases, como é a CatS, tem papéis fundamentais em diversas 

doenças cardiovasculares, incluindo formação de aneurisma (QIN et al., 2012), 

ateroscleroses (SUKHOVA et al., 2003) e calcificação vascular (AIKAWA et al., 

2009). A CatS é uma das mais potentes cisteína protease amplamente expressa por 
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macrófagos em ateromas. Na membrana basal da parede dos vasos sanguíneos, a 

CatS atua como uma potente e elastolítica e colagenolítica protease, promovendo 

inflamação arterial e aterosclerose (AIKAWA et al., 2009; SUKHOVA et al., 2003), 

tornando-se assim um alvo promissor para intervenção terapêutica. Nós relatamos 

anteriormente que camundongos ApoE geneticamente modificados com ausência de 

CatS, com DRC induzida cirurgicamente, mostraram redução significante da 

fragmentação da elastina e calcificação nas artérias e válvulas cardíacas (AIKAWA 

et al., 2009). 

Com o uso desse tipo de droga/substância, a expressão de outras catepsinas 

ou metaloproteinases não se alterou. Nós, portanto, propomos que a CatS acelera a 

calcificação cardiovascular através de um mecanismo dependente da elastose. O 

presente estudo deu continuidade a uma investigação experimental prévia. 

Consistentes com as descobertas sobre os camundongos com deficiência de CatS, 

os camundongos ApoE-/-, hipercolesterolêmicos com DRC, submetidos a inibição 

seletiva da CatS, pela administração do novo composto RO5444101, apresentaram 

reduzida fragmentação da elastina.  

Da mesma forma, o composto RO5444101 também proporcionou redução na 

atividade osteogênica em artérias ateroscleróticas. Por isso, a supressão da 

atividade da CatS, através da deleção genética ou de pequenas intervenções 

moleculares, apresenta resultados semelhantes, dando maior suporte para a inibição 

da CatS na preservação da integridade da elastina e calcificação vascular. O 

presente estudo também analisou o papel da CatS na aterosclerose em 

camundongos com DRC e encontrou que a inibição seletiva da CatS reduziu 

significativamente o tamanho da placa aterosclerótica. 

Este efeito provavelmente resultou da redução da inflamação arterial, como 

observado na diminuição do acúmulo de macrófagos nas placas. Os macrófagos 

promovem o início e a progressão das lesões ateroscleróticas, microcalcificações, 

ruptura da placa, e complicações trombóticas agudas (AIKAWA et al., 2007; 

AIKAWA et al., 2004). Há relatos que as fragmentações das fibras de elastina 

promovem inflamação (AIKAWA et al., 2009). Os fragmentos/peptídeos derivados da 

elastina exercem efeitos pró-inflamatórios, incluindo a quimioatração dos 

macrófagos (SIMPSON et al., 2007); a exposição à citocinas inflamatórias e a 

degradação da matriz extracelular, podendo aumentar a degradação ou liberação de 
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catepsinas nestas células, assim o processo inflamatório na aterogênese está ligado 

firmemente com a proteólise devido às ações das catepsinas (LIU et al., 2004).  

Sukhova, et al. (2003) relatou que a eliminação genética da CatS reduziu o 

tamanho da placa aterosclerótica, a acumulação de macrófagos, e as citocinas pró 

inflamatórias, em camundongos hipercolesterolêmicos com deficiência nos 

receptores de baixa densidade de lipoproteínas (LDLR). Esse estudo apresenta 

achados semelhantes aos observados em camundongos hipercolesterolêmicos 

deficientes de apolipoproteína com DRC sugerindo que a presença de DRC, 

enquanto acelera a aterosclerose e induz a calcificação arterial, não impede os 

efeitos atero protetores da inibição de CatS, tendo a possibilidade de considerar a 

CatS como alvo terapêutico em doenças arteriais. 

A GDF-15, citoquina inibidora de macrófagos-1 (MIC-1) é um membro da 

superfamília do fator transformador de crescimento beta e recentemente, foi 

reconhecido como um novo biomarcador associado com DCV na população. Este 

biomarcador somado aos fatores de risco tradicionais (histórico de hipertensão, 

diabetes mellitus, dislipidemia, fumantes) contribuem de forma significativa para a 

predição de eventos cardiovasculares (ZHANG et al., 2012; ZHU et al., 2015), em 

geral e em pacientes com DRC (BREIT et al., 2012). Neste experimento, nós 

localizamos a proteína GDF-15 nos macrófagos positivos para mac3, e a inibição de 

CatS reduziu significativamente o acúmulo de GDF-15 em lesões da aorta. Os 

estudos de validação in vitro usando macrófagos primários e linhas celulares de 

macrófagos imortalizados demonstraram que tanto o inibidor da CatS quanto o 

silenciamento do RNA (siRNA) reduziu a expressão de GDF-15/macrófagos 

induzidos por IFN gama, consistente com os dados in vivo. Portanto, GDF-15, um 

conhecido indutor de ativação dos macrófagos (BOOTCOV et al.,1997), pode 

contribuir para o papel pró inflamatório da CatS. Porque também o GDF-15 prediz 

independentemente o risco de mortalidade em pacientes com DRC (BREIT et al., 

2012), possibilitando o vínculo entre o desenvolvimento da lesão aterosclerótica e a 

DRC. O GDF-15 modula a quimiotaxia de macrófagos num estrito receptor C-C tipo 

II e no receptor tipo II-dependente do fator transformador de crescimento beta (DE 

JAGER, S. C. et al., 2011). Assim, nós examinamos os efeitos da inibição da CatS 

em CCL2, um ligante da quimiocina C-C do receptor de tipo 2, e encontramos que a 

inibição da CatS reduz a expressão de macrófagos CCL2. 
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Portanto, a inibição seletiva da CatS pode inibir o recrutamento de 

macrófagos nas lesões ateroscleróticas, reduzir a inflamação vascular e o 

desenvolvimento de placas. Retroalimentações complexas e positivas envolvendo 

reguladores multifuncionais, como a CatS, tipicamente aceleram a inflamação. É 

difícil de distinguir os efeitos diretos do inibidor da CatS das consequências 

secundárias in vivo. Com relação aos efeitos sobre os macrófagos e GDF-15, este 

inibidor reduz os níveis do principal complexo de histocompatibilidade de superfície 

classe II e da resposta antigênica induzida das citocinas nas células PBMCs. Além 

disso, experimentos com exclusão do gene e inibição farmacológica em roedores 

demonstraram que a CatS participa em outros tipos de células ou contextos, tais 

como redução da resposta imune de células T CD4+ e menor mobilidade de células 

dendríticas e células B, além de que a CatS é a principal cisteína protease 

lisossômica responsável pela maturação da MHC de classe II (BANIA et al., 2003; 

BEERS et al., 2005). Estes mecanismos suportam a CatS como um alvo terapêutico 

atraente para doenças imunes, como esclerose múltipla e artrite reumatóide, e 

também para aterosclerose em pacientes com DRC.  



41 

6 CONCLUSÃO 

A inibição seletiva da catepsina S (CatS) atenua a progressão de lesões 

ateroscleróticas em camundongos hipercolesterolêmicos com Doença Renal Crônica 

(DRC). O composto RO5444101 inibiu o local ativo da CatS com elevada potência e 

boa seletividade em relação as outras catepsinas, e também diminui os níveis 

plasmáticos de osteocalcina, osteopontina e osteoprotegerina em camundongos 

ApoE-/- com DRC, em comparação com aqueles sem tratamento.  

Os camundongos ApoE-/- com DRC apresentavam aumento do sinal da 

atividade da catepsina nas artérias carótidas e na aorta, e o tratamento com o 

inibidor da CatS reduziu a atividade elastolítica e os níveis proteicos da CatS nessas 

artérias. O inibidor da CatS RO5444101 também diminui o tamanho das placas, a 

acumulação de macrófagos, e a expressão do fator de crescimento e diferenciação-

15 (GDF-15) nas artérias ateroscleróticas desses animais. 
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS 

As perspectivas para o “alvo terapêutico” catepsina S são muito promissoras. 

Pequenas e grandes empresas da indústria farmacêuticas estão fazendo testes pré-

clínicos e clínicos com inibidores da catepsina S. No momento, estão sendo testados 

no câncer, no lupus, na artrite reumatóide e na obesidade.  

A Roche, detentora da patente do inibidor da catepsina S - RO5444101 e nós 

acreditamos que essa droga será eficiente em “clinical trials” para diminuir a 

ateroscleroses em pacientes com DRC em hemodiálise e num futuro breve estará no 

mercado, para salvar vidas. 
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