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RESUMO

Enzimas proteoliticas participam de diversos processos fisiopatoldgicos, como degradagédo
intracelular, processamento de pro-hormonios e pro-proteinas, artrite reumatoide, processos
inflamatorios e cancerigenos. Dentre estes processos destaca-se a remodelagdo local da
matriz extracelular, seja de maneira direta ou indireta, através da ativacdo de outras
enzimas. Em nosso trabalho avaliamos a capacidade das enzimas catepsina L (E.C.
3.4.22.15) e elastase de neutrdfilo (E.C. 3.4.21.37) ativarem a remodelacéo local da matriz
extracelular via degradacdo do Inibidor Tissular de metalo-protease 1 (TIMP-1) e a
modulagédo deste evento por glicosaminoglicanos. Para tal utilizou-se técnicas de cinética
enzimética com peptideo sintético derivado do TIMP-1 (Abz-AMESVMGYFHRSQ-
EDDnp), analise por eletroforese em SDS-Page e também espectrometria de massas. Os
resultados das cinéticas enzimaticas (km, Kcat € Kear/km) indicam que a elastase de neutrofilo
e a catepsina L possuem a capacidade de hidrolizar o peptideo sintético (que mimetiza a
regido de interacdo entre o TIMP-1 e a Pro-Metalo protease 9) como também, no caso da
elastase, a atividade é modulada positivamente na presenca de heparina, dado confirmado
pela eletroforese em SDS-Page com a molécula integral de TIMP-1 em diferentes tempos
de incubacdo. Entretanto a catepsina L, mostra-se mais eficiente na degradagdo do TIMP-1
(Kealkm 2,270 + 0,113 uM™s1) do que a elastase de neutrréfilo, mesmo quando modulada
por heparina (Kea/km 0,33 + 0,03 e 1,10 + 0,09 pM™s1, respectivamente). Os dados de
espectrometria de massas indicaram o local exato da hidrolise. Uma vez que ambas as
enzimas estdo presentes em processos tumorais e inflamatorios estes dados sdo importantes
na compreensdo do mecanismo de regulacdo destes processos, sinalizando que existe um
controle fino da degradacdo da matriz extracelular e que este pode ser intensificado por
efeitos em cascata.

Palavras-chave: TIMP — 1; Elastase de Neutréfilo; Catepsina L; Glicosaminoglicanos



ABSTRACT

Proteolytic enzymes participate in a variety of physiological processes, such as intracellular
degradation, processing of prohormones and proproteins, rheumatoid arthritis,
inflammatory and cancerigenous processes. Among these processes, it is distinguished the
local remodeling of extracellular matrix, directly or indirectly, through the activation of
other enzymes. In this work, it was assessed the capacity of the enzymes cathepsin L (E.C.
3.4.22.15) and neutrophil elastase (E.C. 3.4.21.37) in activating the local remodeling of the
extracellular matrix through the degradation of tissular inhibitor of metalloprotease 1
(TIMP-1) and the modulation of this event by glycosaminoglycans. For this, there were
used techniques of enzymatic kinetics with synthetic peptides derived from TIMP-1 (Abz-
AMESVMGYFHRSQ-EDDnNp), electrophoresis analysis in SDS-Page and also mass
spectrometry. The results of enzymatic kinetics (km, Keat € Kea/km) indicate that neutrophil
elastase and cathepsin L have the capacity of hydrolyzing the synthetic peptides (that
mimetizes the region of interaction between TIMP-1 and the pro-matrix metalloprotease-9)
and also that, in the case of elastase, the activity is positively modulated in the presence of
heparin, what was confirmed by electrophoresis in SDS-Page with the integral molecule of
TIMP-1 in different incubation times. However, the cathepsin L shows to be more efficient
in degrading TIMP-1 (Kc/km 2,270 + 0,113 uM'ls'l) than the neutrophil elastase, even
when modulated by heparin (Kca/km 0,33 + 0,03 e 1,10 + 0,09 pMs1, respectively). The
data from spectrometry indicated the exact site of the hydrolysis. Once both enzymes are
present in tumoral and inflammatory processes, these data are important for comprehending
the regulatory mechanisms of these processes, signalizing that there is a fine control of
extracellular matrix degradation and that this one may be intensified by cascade effects.

Key-words: TIMP — 1; Neutrophil Elastase; Cathepsin L; Glycosaminoglycans
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1 INTRODUCAO

1.1  Caracteristicas Gerais

Proteases, proteinases e peptidases, bem como enzimas proteoliticas, sdo
denominagdes atribuidas as proteinas que possuem a capacidade de hidrolisar ligacdes
peptidicas em peptideos e/ou proteinas. O Nomenclature Committee of the International
Union of Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB) recomenda o termo peptidase
para estas enzimas.

As peptidases sao divididas em duas subclasses: as endopeptidases (EC 3.4.21-24 ¢
EC 3.4.99) e as exopeptidases (EC 3.4.11-19). As endopeptidases atuam no interior da cadeia
polipeptidica e sdo organizadas em dois grupos, baseado no mecanismo de catalise. A
especificidade das endopeptidases ¢ utilizada exclusivamente para identificar cada enzima em
cada grupo. Estas enzimas estdo divididas nas seguintes subclasses: serino-endopeptidases
(EC 3.4.21), cisteino-endopeptidases (EC 3.4.22), aspartil-endopeptidases (EC 3.4.23),
metalo-endopeptidases (EC 3.4.24) e treonino-endopeptidases (EC 3.4.25). As endopeptidases
que nao se incluem nas subclasses EC 3.4.21-25 sdo elencadas na subclasse E.C 3.4.99.

As exopeptidases, por sua vez, atuam tanto na por¢ao N-terminal como na porgao C-
terminal da cadeia polipeptidica. Quando atuam na regido C-terminal as exopeptidases
podem liberar um unico aminoacido e sdo denominadas carboxipeptidases (EC 3.4.16-18) ou
dipeptideos, recebendo a denominagao peptidil-dipeptidases (EC 3.4.15). As
carboxipeptidases sdo divididas em quatro grupos em fung¢do do mecanismo de catalise:

serino-carboxipeptidases (EC 3.4.16), as metalo-carboxipeptidases (EC 3.4.17) e as cisteino-
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carboxipeptidases (EC 3.4.18). As exopeptidases que reconhecem a regido N-terminal da
cadeia polipeptidica podem liberar um Unico aminoacido, chamadas aminopeptidases (EC
3.4.11), dipeptideos ou tripeptideos, as dipeptidil-peptidases e tripeptidil-peptidases (EC
3.4.14), respectivamente.

A organizagdo das peptidases em familias segue um critério evolutivo, introduzido por
Rawlings e Barrett na década de 1990. Os grupos compdem-se por membros com
similaridade em suas seqiiéncias primarias estatisticamente consideraveis com ao menos um
membro da familia, na parte da molécula responsavel pela atividade proteolitica. Cada uma
das familias ¢ nomeada por uma letra indicando o tipo de catélise, assim sendo, S (serino-
peptidases), T (treonino-peptidases), C (cisteino-peptidases), A (aspartil-peptidases), M
(metalo-peptidases) e U (desconhecida), seguido de um numero atribuido de maneira
arbitraria. O agrupamento em clds ocorre quando as peptidases apresentam sinais de relagdes
ancestrais, entretanto divergiram de tal maneira que ndo se pode mais comprovar suas
relacdes por meio da simples comparacdo entre as estruturas primarias (RAWLINGS E
BARRETT, 1993; BARRETT E RAWLINGS 1995). A evidencia mais clara entre a relacio
dos membros dos clas e suas familias sdo a homologia de estrutura tridimensional e o alto
grau de homologia entre as seqiiéncias de aminoacidos na regido do centro ativo. A
nomenclatura do cla ¢ formada por uma letra indicativa do tipo de catalise (assim como para
as familias), seguida de uma segunda letra maitscula arbitraria.

As enzimas proteoliticas que pertencem as quatro classes descritas na Tabela 1 estdo
envolvidas na patogénese de varias doencas incluindo infeccdes parasitarias, virais e

bacterianas, hipertensdo arterial, desordens de coagulagdo e cancer, entre outros.



Tabela 1 — Classificagdo de peptidases de acordo com seu mecanismo de catalise.

PEPTIDASES Aminoécidos
REPRESENTATIVAS presentes no sitio
catalitico.
SERINO-PEPTIDASES
Cla AS Tripsina, Quimotripsina His, Asp, Ser
Cla SB Subtilisina Asp, His, Ser
Cla SC Carboxipeptidase C Ser, Asp, His
Cla SE Carboxipeptidase de Streptomyces Ser, Lys
Cla SF Repressor Lexa Ser, Lys
Cla SH Assembilina de Citomegalovirus His, Ser, His
CISTEINO-PEPTIDASES
ClaCA Papaina Cys, His, Asn
ClaCB Endopeptidases virais quimotripsina-  His, Cys, Glu
simile
Cla CC Endopeptidases virais papaina-simile ~ Cys His
ClaCDh Caspase His, Cys
ClaCE Endopeptidases de Adenovirus His, Cys
ASPARTIL-PEPTIDASES
Cla AA Pepsina Asp, Asp
Cla AB Endopeptidases de Nodavirus Asp, Asp

METALO-PEPTIDASES

Cla MA
Cla MB

ClaMC
ClaMD
Cla ME
Cla MF

ClaMG

Termolisina
Astacina

Metalocarboxipeptidases
Zinco D-Ala-A-Ala peptidases
Pitrilisina

Leucil aminopeptidase

Metionil aminopeptidase

Glu, Asp, His/ Zn**
His, His, His(/Asp)/
Zn2+

His, Glu, His/ Zn**
His, Asp, His/ Zn*"
His, His, Glu/ Zn**
Asp, Asp, Glu, Zn**
Asp, Lys, Asp, Zn*"
Asp, His, Glu, Co**
Asp, Asp, Glu, Co*"

Fonte: Adaptado a partir de Expert Protein Analysis System — Expasy (2007).

16
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1.2 Cisteino-Peptidases

As cisteino-peptidases sdo encontradas em uma grande gama de seres Vivos,
englobando protozodarios, plantas e animais. Os tecidos de mamiferos apresentam um grande
numero de cisteino-peptidases, dentre elas estdo: a catepsina B (EC 3.4.22.1), catepsina L (EC
3.4.22.15), catepsina S (EC 3.4.22.27), catepsina H (EC 3.4.22.16) e catepsina C (EC
3.4.14.1), todas localizadas nos lisossomos.

A papaina (EC 3.4.22.2) foi a primeira enzima a ser classificada como cisteino-
peptidase (SMITH & KIMMEL, 1960) sendo, portanto, a mais investigada dessa classe; e foi
a primeira a ter sua estrutura tridimensional resolvida (DRENTH ET AL, 1968). As cisteino-
peptidases que compde a familia da papaina participam do metabolismo celular, nos processos
de conversao de pro-hormodnios e pro-proteinas, na degradacdo de proteinas da matriz
extracelular, em todas as etapas de progressdao tumoral, na distrofia muscular e artrite
reumatdide (SIEWINSK ET AL, 1994; I ET AL, 1993; MORT E BUTTLE, 1997,
CATALDO ET AL 1994).

As catepsinas B e L, cisteino-peptidases pertencentes a familia da papaina, podem
participar na formagdo de metastase através da degradacdao de varios componentes da matriz
extracelular (SHEAHAN ET AL, 1989; BUCK ET AL, 1992). A relagdo entre as cisteino-
peptidases com componentes da membrana basal é importante na compreensdo do papel
bioldgico dessa classe de enzimas nos processos de invasdo tumoral e também na
remodelacdo da matriz (GUINEC ET AL, 1992). Dados da literatura indicam que a papaina e
a catepsina B possuem a capacidade de interagirem com a lamina da membrana basal
(DALET-FUMERON ET AL, 1998), estes resultados refor¢gam o papel proposto das cisteino-

peptidases na degradacdo de componentes da matriz extracelular. Em funcdo disso, as
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interacdes de cisteino-peptidases com glicosaminoglicanos podem ser fundamentais para o

entendimento dos processos de remodelagdo tecidual (ALMEIDA ET AL, 1999).

1.2.1 Catepsina L

A catepsina L madura (Figura 1) ¢ oriunda de um precursor (pré-pro-proteina) de alta
massa molecular (~36KDa) que ndo apresenta atividade catalitica, uma vez que ¢ inibido pela
sua pro-regido. O grau de homologia entre os pré-peptideos da catepsina L e da papaina ¢
inferior do que aquele observado entre as enzimas maduras, e apresenta apenas dois motivos
conservados sendo que um deles também ¢ encontrado no pro-peptideo da catepsina B
(KARRER ET AL, 1993). O precursor da catepsina L ¢ formado por um peptideo sinal (pré-
peptideo) com 17 residuos de aminoacidos, um pré-peptideo com 96 residuos e uma enzima
de baixo massa molecular (21KDa, 220 residuos de aminoacidos) (CARMONA ET AL.,
1996). Enquanto a catepsina B ¢ encontrada unicamente em mamiferos a catepsina L ¢
relatada em varias espécies animais como o homem, rato, porco, rd, pomba carpa ¢ Euglena
gracillis (BOHLEY E SEGLEN, 1992).

A comparagdo entre as seqiiéncias primarias da papaina, catepsina B (rato) e catepsina
L (galinha), mostra que as regides N-terminal (aminoéacidos 1-70, numeragdo da papaina) e C-
terminal (118-212) apresentam identidade de seqiiéncia mais alta, em relagdo ao dominio
central que possui importantes insercdes e delecdes. De maneira geral, as seqiliéncias das
catepsinas H e L conservam mais as caracteristicas da papaina, ao contrario da catepsina B
que difere de forma importante.

As estruturas secundarias das catepsinas H, L e B mostram uma importante

conservacdo de dominios organizados em a-hélice e dobras f (DUFOUR, 1988). A catepsina
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L possui uma estrutura tipica de cisteino-peptidases pertencente a familia da papaina, ela ¢
organizada por dois dominios que flanqueiam o sitio ativo, composto pela Cys® e His'®’. A
Cys™ esta no dominio composto predominantemente por estruturas do tipo a-hélice, enquanto
a His'® localiza-se no dominio oposto, com estruturas do tipo dobras B (Figura 2). Pela
comparagdo dos sitios ativos das catepsinas B e L, através das cristalografias de raios-X,
temos: (a) os subsidios S’ de ambas as enzimas sdo completamente diferentes, em funcao da
alca de oclusdo proxima ao final dos subsitios S da catepsina B; (b) O subsitio S, da
catepsina L ¢ raso e limitado em relagdo a catepsina B; (¢) O subsitio S; de ambas enzimas
apresentam a maior similaridade entre todos os demais, entretanto a catepsina L acomoda

grupos mais volumosos.
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Figura 1: Estrutura Tridimensional da catepsina L em modelo de fita. Do lado esquerdo esta
o dominio predominantemente formado por estruturas do tipo a-hélices (em azul)

e ao lado direito o dominio constituido por folhas-p (laranja).

Fonte: PDB File: licf
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Figura 2: Detalhe do sitio ativo da catepsina L, evidenciando as cadeias laterais da Cys> (em

amarelo) e His'® (em verde).

Fonte: PDB file ITHNE

A catepsina L ¢ considerada, até o momento, a mais ativa das cisteino-peptidases
lisossdmicas, por hidrolisar os mesmos substratos protéicos com velocidade até dez vezes
superior quando comparada com a catepsina B.

Dentre as fungdes da catepsina L existem fortes evidencias de funcdes especificas
como processamento de pro-hormodnios, neuro-peptidicos e, também, a conversdo de
tiroglobulina em tiroxina nas células epiteliais da tireoide (HONEY AND RUDENSKY,
2003; FRIEDRICHS ET AL., 2003; YASOTHORNSRIKUL ET AL., 2003).

Um outro ponto de atuacdo da catepsina L ¢ a remodelagdo da matriz extracelular. A
atuacdo das peptidases na remodelagdo da matriz € essencial para tanto para a sua maturagao
quanto para uma deposicdo controlada dos seus componentes. Extracelularmente, os
colagenos sdo degradados por colagenases, gelatinases e estromelisinas. Essas proteases

clivam o colageno em pontos especificos, liberando 1/3 da molécula e seu complementar de
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2/3, que sao entdo fagocitados por macrdéfagos e fibroblastos (EVERTS, ET AL 1996). No
interior dessas células os fagossomos contendo componentes da matriz sdo fusionados aos
lisossomos onde as catepsinas completam a degradacdo. Além da degradacao intracelular dos
colagenos, as catepsinas podem degradar os componentes da matriz in loco. As células
capazes de liberar catepsinas para o meio extracelular sdo os macrofagos (catepsinas B, K, L e
S), mastocitos (catepsinas C e L) e células tumorais (catepsinas B, L ¢ S) (PUNTURIERI ET
AL, 2000; WOLTERS ET AL, 1998; HEIDTMANN ET AL, 1993).

Recentemente atribuiu-se a catepsina L a participagdo na apresentacdo de antigenos
em macrofagos, através do principal complexo de histocompatibilidade classe II (MHC-II).

Antigenos extracelulares, que sdo incorporados por macroéfagos, sio comummente
degradados no sistema lisossomo/endossomo. Os peptideos resultantes expressam-se na
superficie celular ap6s a formagdo do complexo principal de histocompatibilidade classe 11
(MHC-II). Os heterodimeros aff do MHC-II sdo sintetizados no reticulo endoplasmatico.
Durante a fase inicial da sintese, o heterodimero aff se associa com uma proteina de
membrana tipo II, a cadeia invariavel (Ii), para formar um complexo monomérico de afli. O
complexo ofli atravessa o complexo de Golgi e ¢ entdo direcionado ao sistema
lisossomo/endossomo onde ocorre a degradacdo da por¢do Ii do complexo monomérico,
permitindo assim que as moléculas do MHC-II encontrar e ligar-se a peptideos antigénicos. O
processo proteolitico participa ativamente na geragdo do complexo MHC-II — Peptideos
antigénicos, sobretudo em dois pontos chaves: (i) degradacdo do Ii, que ¢ um pré-requisito
para a ligacdo do MHC-II com os peptideos; e (ii) geragdo dos peptideos antigénicos a partir

de proteinas maiores (BUHLING ET AL, 2004).
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1.3 Serino-peptidases

As serino-peptidases estdo entre as primeiras enzimas a serem estudadas
extensivamente. O interesse nesta familia de peptidases ¢ mantido em parte por um crescente
reconhecimento de seu envolvimento em diversos processos fisioldogicos e patoldgicos.
Somado ao papel biologico, feito pelas enzimas digestivas como a tripsina, as serino-
peptidases também atuam amplamente como reguladoras, através da ativagdo proteolitica de
precursores protéicos (VAN DE VEM ET AL., 1993). Exemplos desta regulacdo incluem a
ativacdo do tripsinogénio em tripsina (HUBER & BODE, 1978) e o controle de diversos
passos da cascata de coagulacao (fatores VIla, [Xa, Xa) (DAVIE ET AL., 1991).

Um motivo para o continuo estudo das serino-peptidases t€m sido a sua caracterizacao
para a compreensdo dos mecanismos correlacionais entre estrutura e funcdo. Até
recentemente as enzimas pertencentes a essa classe de peptidases eram divididas em dois
grupos distintos em funcao de sua estrutura: as similares a quimiotripsina e as similares a
subtilisina. (MATTHEWS, 1977). Entretanto a estrutura cristalografica da carboxipeptidase II
de trigo revelou um terceiro grupo estrutural.

As trés classes de serino-peptidases distinguem-se pela auséncia de algum motivo
conservado na estrutura secundaria ou terciaria, mas em cada caso, os residuos cataliticos de
serina e a histidina possuem uma orientacao geométrica idéntica. Em menor grau, os grupos
adjacentes que estabilizam o estado de transicdo do substrato estdo arranjados de maneira

similar (LIAO ET AL., 1992).
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1.3.1 Elastase de neutrofilo

A elastase de neutrofilo (E.C. 3.42137) ¢ uma enzima lisossomal, de
aproximadamente 25kDa, armazenada em grandes quantidades nos granulos azuréfilos de
leucocitos e neutréfilos em mamiferos, pertencente a familia das quimiotripsina, caracterizada
assim, pela triade catalitica formada pelos residuos Asp®, Ser'”” ¢ His*' na enzima em sua
forma ativa (BEYNON E BOND, 1989).

Intracelularmente essa enzima ¢ responsavel pela degradacdo de microorganismos
exogenos que sdo fagocitados pelas células fagocitarias. Caso seja lancada para o meio
extracelular, a elastase pode promover uma degradacao local da matriz extracelular o que
facilita a migragdo do neutrofilo e também pode modular a expressdo de citocinas na
superficie epitelial e endotelial. A modulacao inata de citocininas pela elastase ¢ um potencial
iniciador e polarizador da resposta imune adaptativa (FITCH ET AL, 2006).

Estruturalmente as proteases da familia da quimiotripsina consistem em dois
dominios, ambos apresentando extensas regioes de folhas-f antiparalelas dispostas como em
um barril e uma regido C-terminal em a-hélice. Em alguns casos, como na elastase, o
segmento que conecta os dois dominios também ¢ organizado na forma de uma a-hélice.
(CZAPINSKA E OTLEWSKI, 1999) (Figura 3).

E sabido que durante processos inflamatérios (ITOH. E NAGASE, 1995) e também na
Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica (PETTERSON E ADLER, 2002) neutrofilos liberam
grandes quantidades de elastase para a matriz extracelular, provocando um burst local desta
enzima. Uma vez na matriz, a elastase desencadeia o processo de remodelacao local da matriz
através da ativagdo das metalo-proteases (MMPs), facilitando assim a migragao de

macrofagos, e outras células fagocitarias.
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Figura 3: Estrutura tridimensional da elastase de neutréfilo. E possivel verificar a existéncia
de dois dominios bem definidos, formados exclusivamente por folhas-f (em

laranja)

Fonte: PDB: 1HNE

. . A 2+
As MMPs de matriz extracelular caracterizam-se pela dependéncia de Zn~ em seus

centros ativos para atividade catalitica, esse ion coordena a estrutura dessas proteases
conferindo-lhes correto posicionamento dos residuos de Glu e His, responsaveis pela
atividade catalitica. Pertencem a essa familia as gelatinases, estromelisinas, matrilisinas, entre

outras (BEYNON E BOND, 1989). O mecanismo de inibi¢do dessa categoria de proteases
envolve o bloqueio do Zn”" necessario para catalise, por inibidores endogenos denominados

Tissue Inhibitors of Metalloproteases (TIMPs) através da formacdo de complexos
estequiométricos 1:1 (NAGASE ET AL, 1997). Esse grupo de inibidores ¢ considerado como
regulador do turnover da matriz extracelular (EMONARD E GRIMAUD, 1990). O TIMP-1
em particular, ¢ uma glicoproteina que apresenta massa molecular variando entre 29-30 kDa
consistindo de 184 aminoacidos (NAGASE, 1996), sendo descrito como capaz de inibir a

conversao da pro-gelatinase (PMMP-9) para sua forma ativa (TAYLOR ET AL, 1996) e
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também capaz de inibir a atividade da estromelisina-1 (MMP-3), como apresentado na Figura
4, que ¢ responsavel pelo processamento proteolitico da PMMP-9. Entretanto, a PMMP-9
encontra-se normalmente complexada ao TIMP-1, ndo permitindo sua ativagdo (NAGASE,

1997).

Figura 4: Estrutura cristalografica do complexo formado entre o TIMP-1 e a MMP-3.
Segmento contendo a ligacdo Val®-Cys™ que foi utilizado como base para o

desenho do peptideo sintético.

segmento contende a /

hgacdo Val69-Cys 70

Fonte: adaptado de Gomis-Ruth F. X et al (1997)

O arranjo das pontes dissulfeto do TIMP-1 indicam que ele ¢ constituido de dois
dominios, o N-terminal (residuos 1-124) e o C-terminal (residuos 127-184). A interagdo entre
TIMP-1 e o precursor da MMP-9 ocorre através do dominio C-terminal do inibidor e dominio

C-terminal hemopexina da PMMP-9.
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Em estudos da degradacao do TIMP-1, o que resulta em um aumento da atividade de
metalo-proteases na matriz extracelular, foi determinado que a elastase de neutrofilo é capaz
de inativar o TIMP-1, através da clivagem da ligacdo Val®-Cys’ que se localiza no dominio
N-terminal, capaz de se complexar 8 MMP-3 (NAGASE E AL, 1997; YOTH E NAGASE,

1995).

1.4 Mecanismo de catalise

1.4.1 Serino-peptidases

Um mecanismo baseado em dados quimicos e estruturais ¢ apresentado aqui em
relacdo a quimiotripsina, embora seja aplicavel a todas as serino-peptidases.

Apds a ligagio do substrato a enzima, o residuo de Ser'” (numeragio da
quimiotripsina) promove um ataque nucleofilico ao grupo carbonila da ligacao peptidica a ser
clivada formando um intermediario tetraédrico. Estudos estruturais por difracdo de raios-X
indicam que a Ser'” esta perfeitamente posicionada para que ocorra este ataque. O ataque
envolve a transferéncia de um préton do anel imidazolico da His’’ formando um fon imidazol.
Esse processo ¢ auxiliado pelo efeito de polarizagdo do ion carboxilato ndo solvatado do
Asp'®* que forma uma ponte de hidrogénio com a His"’. O intermediario tetraédrico tem uma
existéncia bem definida, apesar de temporaria.

O intermediario tetraédrico decompde-se no intermediario acil-enzima sob a forga

impulsora da doagdo do préton N3 da His ', O grupo amino de saida é liberado da enzima e
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substituido por uma molécula de agua do solvente. O intermediario acil-enzima ¢ altamente
suscetivel a clivagem hidrolitica.

O intermediario acil-enzima ¢ deacilado pelo reverso das etapas anteriores, seguido da
liberagdo do produto carboxilado resultante, regenerando a enzima ativa. Neste processo a

, I r 1 7 ’
agua ¢ o nucleofilo que ataca e a Ser'” ¢ o grupo de saida.

1.4.2 Cisteino-peptidases

As enzimas do Cla CA seguem um mesmo mecanismo de catalise, baseando na alta
nucleofilicidade do grupo tiol (-SH) do residuo Cys* (numeragio da papaina) presente no
sitio ativo, que ataca nucleofilicamente o carbono da carbonila da ligacdo peptidica
susceptivel a hidrélise. Também, o residuo Hys'*”’, por intermédio do par iénico imidazol-
tiolato, confere elevada nucleofilicidade ao grupo tiol da Cys®™ (POLGAR, 1990). Além da

25 159 . 175
Cys™ e da Hys ™, o residuo Asn

tem sua importancia para a atividade das enzimas do cla
CA, por interagir com a Hys'” por intermédio de for¢as de Van Der Walls, formando assim a
triade catalitica Cys-His-Asn.

O mecanismo proposto para a catdlise das cisteino-peptidases ¢ baseado no
mecanismo descrito para as serino-peptidases. A primeira etapa da reagdo de hidrélise por
uma endopeptidase da familia C; ¢ a ligacdo ndo covalente entre a enzima e o substrato,
formando o complexo de Michaelis. A etapa seguinte ¢ a acilagdo da enzima e a formagdo do
primeiro produto, R’NH,. A acil-enzima reage com uma molécula de H,O para a formagao de
segundo produto (desacilagdo da enzima), regenerando, assim, a enzima ativa. Storer e
Meénard (1994) propdem que as etapas de acilacdo e desacilagdo da enzima envolvem a

forma¢do de dois intermediarios tetraédricos e quatro estados de transicdo. Tais

intermediarios sdo acompanhados pela formacao de carga negativa no oxigénio da carbonila
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r

do substrato, denominado oxidnion, que ¢ estabilizado pela formacao de duas pontes de
. n . . .. , 2 . ,
hidrogénio, uma na cadeia principal no residuo Cys™ e outra na cadeia lateral do residuo

GIn" (MENARD ET AL, 1995).

1.5 Especificidade

A habilidade de uma enzima em diferenciar dois ou mais substratos que competem
entre si, poder ser encarada como a defini¢do de especificidade de uma dada enzima a um
substrato. A natureza das interagdes eletrostaticas dos aminoacidos e as interagdes destes com
os aminoacidos envolvidos no mecanismo de catalise sdo fatores que se correlacionam
diretamente na especificidade enzimadtica.

O estudo da especificidade de uma peptidase utilizando substratos naturais gera
informagdes qualitativas a cerca dos sitios de hidrdlise, entretanto, ndo permite quantificar e
delinear a especificidade primaria destas enzimas. Um exemplo € o estudo da especificidade
da catepsina B sobre a cadeia B da insulina. Em pH 4acido, a atividade exopeptidasica ¢ maior
quando comparada a atividade endopeptidésica, o que leva a uma dificil caracterizacdo do
local exato da hidrolise.

Os substratos peptidicos sintéticos permitem detectar de maneira mais clara a
atividade enzimatica, determinar as suas constantes cinéticas caracteristicas e também fazer
comparagoes diretas em relagdo a especificidade primaria entre duas ou mais enzimas.

Quando em 1967 Schechter e Berger relataram seu trabalho fundamental sobre sitios
de ligacdo de substratos da papaina, coube-lhes apenas confiar em dados cinéticos. O estudo
avaliou a dependéncia das cinéticas de substratos na extensdo de uma cadeia de polialanina e
os experimentos demonstraram que as cinéticas sdo influenciadas pela extensdo da cadeia

polipeptidica em sete aminoacidos e, assim, concluiram que existem sete subsitios de ligacao
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na molécula da papaina (S;-Ss ¢ S’1-S’3), cada um podendo acomodar um tnico aminoacido
de um dado substrato (P-P4 ¢ P’;-P’3). (Figura 5)

Os subsitios S,, interagem com os aminoacidos P, situados do lado N-terminal do sitio
de clivagem, e os subsitios S’ interagem com os aminoacidos P’ localizados na regido C-
terminal do sitio de clivagem (SCHECHTER E BERGER, 1967).

A nomenclatura sugerida por Schechter e Berger (1967) permitiu descrever o sitio
ativo de diversas peptidases. As defini¢des das interacdes enzima substrato e sua
nomenclatura tornaram-se padrdes para a designagdo dos subsitios de interagdes de um

substrato polipeptidico e uma enzima proteolitica.

Figura 5: Nomenclatura de Schechter ¢ Berger. Os subsitios da enzima interagem com o0s
aminoacidos na posi¢ao Pn no substrato, situado ao lado N-terminal do ponto de

hidrélise e os subsitios S’, com os aminoacidos P’ localizados no lado C-terminal.

Ligacao Hidrolisada

MNH: cCoo
Substrato x i

Enzima S3 . ’
52 43 S’ 52 53
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1.5.1 Catepsina L

Quando um nimero suficiente de estruturas protease/inibidor tornou-se disponivel, as
definicdes de Schecheter e Berger (1967) em relacdo aos subsitios de ligagcdo do substrato
sobre as enzimas da familia da papaina foram redefinidas. A base e as paredes dos subsitios
de ligacdo sdo formadas por quatro segmentos da cadeia. Duas algas curtas no dominio L
(residuos 19-25 e 61-69) e duas algas longas no dominio R (residuos 136-162 e 182-213)
(TURK E GUNCAR, 2003).

As estruturas sobrepostas de complexos de catepsinas com inibidores analogos a
substratos revelam que os residuos do substrato ligam-se ao longo da fenda catalitica em uma
conformagdo estendida. Com as cadeias laterais orientadas para os dominios L e R, de
maneira alternada. Os residuos P,, P; e P’} ligam-se de maneira bem definida aos seus
respectivos subsitios. Esta acomodagao ¢ orientada pelas interagdes que envolvem atomos da
cadeia principal e das cadeias laterais. Os subsitios S; e S’ permitem apenas uma ligagcdo
superficial do substrato, em contra ponto o subsitio S, apresenta-se como uma cavidade mais
profunda. A localizac¢ao do residuo P; ¢ mediada somente por interacdes da cadeia lateral. Em
fun¢do disso, as geometrias de ligacdo estdo dispersas por uma ampla area e exclusivas para
cada substrato.

A localizagao de subsitios de ligacdo além de S; e S’; ndo ¢ prejudicada pelas
interacdes da cadeia principal. Cada residuo liga-se na superficie da enzima a sua propria
maneira. Em funcao disso Turk et al (1998) sugerem que as ligagdes alem de S; e S;’ nao
deveriam ser classificadas como subsitios, mas sim como areas. Dessa maneira as peptidases
pertencentes a familia da papaina representam uma classe especial de peptidase, a qual

apresenta um numero limitado de subsitios, em oposi¢cdo as serino-peptidases da familia da
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quimiotripsina que possuem seis subsitios. As descrigdes dos subsitios da catepsina L estdo

mais bem esclarecidas nos topicos que seguem.

1.5.1.1 Subsitio S;

O subsitio S; das enzimas da familia da papaina acomoda preferencialmente residuos
basicos. A maioria dos substratos sintéticos descritos para essa familia contém Lys ou Arg na

posi¢dao P; (BROCKLEHURST, 1990).

1.5.1.2 Subsitio S,

O aminoacido que ocupa o subsitio S; ¢é crucial para a diferenciagdo das peptidases da
familia da papaina.

A maioria dos substratos descritos cont¢ém Phe na posicdo S, (BARRETT E
KIRSCHKE, 1981), entretanto, o subsitio S, aceita de maneira geral aminoacidos
hidrofdbicos aromaticos (LECAILLE ET AL, 1999) ou ndo arométicos (BROMME ET AL,
1999). A natureza dos aminodcidos envolvidos no subsitio S, pode explicar as diferentes
especificidades encontradas nas peptidases da familia da papaina (TABELA 2) (MUSIL ET

AL, 1991).



Tabela 2 — Aminoacidos constituintes do subsitio S, da papaina e catepsinas B ¢ L.

Aminodcidos (numeragdo da papaina)

Enzima 68 133 157 160 205
Papaina Pro Val Val Ala Ser
Catepsina B humana Pro Ala Gly Ala Glu
Catepsina L humana Met Ala Met Gly Ala

Fonte: Adaptado a partir de Portaro et al (2000)

1.5.1.3 Subsitio S3

O subsitio S; da catepsina L ¢ formado por residuos de Asn®®, Glu® e Leu®. Poucos
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sdo os resultados sobre a especificidade em relacdo ao subsitio S; disponiveis na literatura.

Koga et al (1990) demonstraram que a catepsina L, em contra ponto a papaina, acomoda um

aminoacido hidrofébico nesta posi¢ao.

De acordo com os dados obtidos a partir da cristalografia da catepsina L os subsitios

Ss das catepsinas B e L podem ser considerados similares tem termos de sua especificidade.

Considerando-se apenas os residuos hidrofobicos, a ordem preferencial na catepsina L

¢: Phe, Trp, Leu e Tyr. Os substratos que apresentam His na posi¢ao P3;, também sdo bastante

susceptiveis a hidrolise pela catepsina L, entretanto, residuos acidos fazem com que a

hidrolise seja afetada negativamente (PORTARO ET AL, 2000).

1.5.1.4 Subsitio S’

Os subsitios S;” da papaina, catepsina B e catepsina L possuem um amplo grau de

especificidade. As diferencas residem no tamanho e na hidrofobicidade deste subsitio. A
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catepsina B acomoda preferencialmente residuos hidrofébicos e volumosos, enquanto a
catepsina L aceita substratos com aminoacidos como Ser, Ala, Asn, Gln e Lys na posi¢do P;’.

(MENARD ET AL, 1993).

1.5.1.5 Subsitio S’

A especificidade do subsitio S’; da catepsina L. é muito similar ao da papaina, sendo
ambas enzimas capazes de hidrolisar com eficiéncia substratos que contenham Phe em P’
(BROMME E KIRSCHKE, 1993).

O S’; da catepsina L ¢, por sua natureza, preferencialmente hidrofébico, acomodando
principalmente Trp, Leu e Tyr (PORTARO ET AL, 2000). Este padrao também foi observado
em cristalografia de raios-X da pro-catepsina L, onde a Met”” da pré-regido interage com o

Trp'"’ da enzima. (COULOMBE ET AL, 1996).

1.5.2 Elastase de Neutrofilo

A elucidagao das estruturas espaciais de diversas enzimas pertencentes a familia da
quimiotripsina, como por exemplo, quimiotripsina bovina, elastases suinas e de neutréfilo e
trombina, mostra que dominio catalitico e os sitios de ligagdo do substrato nas enzimas
similares a quimiotripsina estao localizados no espaco entre os dominios destas enzimas. Os
residuos funcionais estdo posicionados preferencialmente na alga de ligagdo. O subsitio S;,

constituido por trés folhas P (residuos 189-192, 214-216 e 226-228; numeracao da

193 195

quimiotripsina) e por um sitio de ligagdo de oxianion (Gly " e Ser ), pertencem ao barril-
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C-terminal (CZAPINSKA E OTLEWSKI, 1999). Os demais subsitios estdo sumarizados na

figura 6, e suas descri¢des sdo dadas nos subitens abaixo.

1.5.2.1 Subsitio S;

A especificidade neste grupo ¢ dada, sobretudo pela interagdo entre o aminoacido que
ocupa a posi¢do P;. A elastase tem por preferéncia residuos hidrofébicos de pequenas ou
médias dimensodes. O subsitio S; possui uma forma semi-esférica e possui uma caracteristica
bastante hidrofobica. Curiosamente este subsitio contém uma carga negativa da Asp™° que,
no entanto, ndo estd disponivel para a interagdo com a cadeia lateral do aminoéacido P;, uma
vez que esta bloqueado pela Val*'® ¢ Val'. O subsitio S; acomoda bem residuos de Leu, Ile,
Val ou Met. A intensa ligacdo de cadeias laterais de Ile e/ou Val é uma caracteristica propria
da elastase que a distingue de praticamente todas as outras serino-peptidases. Uma possivel
explicagdo para essa caracteristica pode ser a grande flexibilidade intrinseca deste subsitio
como conseqiiéncia da sua constituicao e interagdo com outras por¢des da estrutura (BODE

ET AL, 1989).

1.5.2.2 Subsitio S,

O subsitio S; da elastase, pautado pelos residuos Phe215 - Leu99 e proximo ao anel
himidazol da His57, apresenta-se em forma de taga e bastante hidrofobico. Ele acomoda
cadeias laterais de tamanho médio e com caracteristica hidrofobica, tendo preferéncia por

residuos de prolina (BODE ET AL, 1989).
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1.5.2.3 Subsitios S; e S,

. Cadeias laterais longas e hidrofébicas podem fazer intera¢des hidrofobicas com a

192

. . 21 . .y .
superficie da enzima, sobretudo com a Phe'** ¢ a Val*'°. Em conformidade ao ja visto para

outras serino-peptidases, a interagdo entre P3-S3 ¢é caracterizada por duas pontes de
hidrogénio intramoleculares entre os grupos NH do substrtato e a carbonila do da Val*'°.
Cadeias laterais de Ala direcionam-se através das cadeias laterais da Phe?"” e da Arg®'’ do
subsitio S4 em dire¢do a moléculas de dgua. Curiosamente, substratos com Lys em P; ou Py
sdo muito menos reativas do que quando comparadas com Ala. Em contraste substratos com

residuos de cadeia lateral aromatica ou grupos hidrofébicos longos e com carga sdo mais bem

aceitos e estabilizam melhor o substrato na enzima (YASUTAKE E POWERS, 1981).

Figura 6: Representagdo esquematica da interagdo entre a clastase de neutrofilo (HLE) e um
dado substrato. Os subsitios estdo representados por S1, S1°, etc. e os residuos do

substrato por Py, P’ etc.

Ss.5 = Si Sa = Sy s, S5y
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Fonte: adaptado a partir de Bode et al (1989)
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1.5.2.4 Subsitio S’

O subsitio S’ ¢é reativamente hidrofébico, ladeado pelas Cys* e Cys™, que formam
uma ponte dissulfeto, e pela Phe*'. Este subsitio nio possui uma alta especificidade em
relacdo as cadeias laterais que acomoda, podendo, assim, receber quase todos os aminoacidos,
com duas excegdes: Pro ou residuos muito volumosos e hidrofobicos, como Trp (BODE,

1989).

1.5.2.5 Subsitio S’,

Estudos de afinidade para este subsitio indicam que ele possui uma grande afinidade

por cadeias laterais fenolicas, como da Tyr.

1.5.2.6 Subsitio S’;

. , . . 41
O subsitio S’; é formado pelas cadeias laterais da Phe*', Leu™ e Val® o que lhe
confere uma caracteristica hidrofébica levando-o a acomodar de maneira preferencial

substratos com P’; que possuam longas cadeias alifaticas (BODE, 1989).
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2 OBJETIVOS

a) Estudar a especificidade das enzimas catepsina L e Elastase de Neutro6filo Humana
em relacdo ao substrato sintético derivado da seqiiéncia do Inibidor Tissular de Metalo
Protease — 1 (TIMP-1) em relagdo aos seus substratos comerciais ¢ determinacdo das
constantes cinéticas (ky, Kear € Kea/ kv) para cada um dos casos;

b) Determinar a influéncia da heparina nas constantes de especificidade da elastase.

c) Caracterizar os produtos de hidrélise de cada uma das enzimas através dos
fragmentos gerados e analisados por espectrometria de massa;

d) Correlacionar as posi¢des P e P’ do substrato hidrolisado com a especificidade e

caracteristicas dos subsitios Se S°.
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3  MATERIAIS E METODO

3.1 Enzimas, Substratos e Moduladores

3.1.1 Elastase de Neutrofilo.

A elastase de neutrofilo (50pg) foi adquirida comercialmente da Calbiochem /
Novabiochem (la Jolla, Califéornia USA), foi diluida em 100 ul de tampao Hepes 10mM, 0,14
M NaCl, em pH 7,4. O sitio ativo foi titulado com fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF), de

acordo com (BARRETT, 1981).

3.1.2 Catepsina L

A enzima catepsina L foi expressa, purificada e ativada como descrito por Illy (1997).
A concentracdo estoque (736 uM). A titulacdo do sitio ativo da enzima foi feita com inibidor
L-Trans-Epoxisuccinil-L-Leucilamino (4-guanidino)-butano (E-64) de acordo com Barrett e
Kirschke (1981). Todo o processo de expressio foi feito no Nucleo Integrado de
Biotecnologia da Universidade de Mogi das Cruzes (NIB — UMC) sob a orientagdo do Prof.

Dr. Luiz R. Nunes e Prof* Dr. Regina C. de Oliveira
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3.1.3 Substratos Cumarinicos Z-FR-MCA e MeOSuc-AAPV-MCA.

Os substratos derivados cumarinicos utilizados para os ensaios fluorimétricos foram

adquiridos comercialmente da Sigma-Aldrich.

3.1.4 Inibidor Tissular de Metaloproteases — 1 Recombinante

Cedido pela Prof'. Dr®. Gillian Murphy do Departamento de Oncologia da

Universidade de Cambridge, Reino Unido.

3.1.5 Heparina

A heparina de pulmdo bovino foi cedida pelo Prof. Dr. Ivarne Luiz dos Santos

Tersariol do Centro Interdisciplinar de Investigacdo Bioquimica da Universidade de Mogi das

Cruzes (CIIB-UMC).

3.2 Substrato sintético derivado da seqiiéncia do TIMP-1

O substrato Abz-AMESVMGYFHRSQ-EDDnp foi sintetizado no Departamento de
Biofisica da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) pela Prof* Dr* Maria Juliano e Pr.
Dr. Luiz Juliano Neto. A modificagdo realizada no peptideo em relagao a seqiiéncia natural do

TIMP-1 foi a substituigio do residuo de Cys por um residuo de Met (Abz-
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AMESVMGYFHRSQ-EDDnp). Essa modificagdo foi introduzida por conveniéncia para a
sintese do mesmo.

Trata-se de um substrato fluorescente com supressdo interna de fluorescéncia cuja
aplicac¢do no estudo da especificidade de proteases estd bem consolidada. O substrato contém
um grupo florescente, acido orto-aminobenzdico (Abz) ligado & por¢do N-terminal e um
supressor da fluorescéncia, etilenodiamino-dinitro-fenil (EDDnp), na por¢do C-terminal.
Enquanto a cadeia peptidica estiver integra e os dois grupos estiverem relativamente proximos
a fluorescéncia do composto serda minima. A partir do momento da hidrolise a fluorescéncia
ird aumentar.

Por se tratar de um aumento proporcional ao numero de moléculas hidrolisadas, este
indice de variacdo de fluorescéncia torna-se uma medida direta da velocidade de hidrolise que

pode ser utilizada para a determinacao das constantes cinéticas.

3.3 Estudos das cinéticas enzimaticas

3.3.1 Titulagdo do substrato Abz-AMESVMGYFHRSQ-EDDnp

Para a titulagdo do substrato Abz-AMESVMGYFHRSQ-EDDnp foram feitas cinco
diluigdes em agua, que foram entdo submetidas a leitura da absorbancia (A = 365 nm) no
espectrofotometro U-2001 da Hitachi (Japao) com cubetas de quartzo de 3mL e caminho
optico de lcm. Os valores de absorbancia obtidos eram analisados através de regressao linear

com o softwear GRAFIT v. 3.01 (Leatherbarrow, 1993) da onde se origina uma reta
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(absorbancia x volume de substrato) cujo coeficiente angular foi utilizado para determinar a

concentragdo (em puM) a partir da equacao:

coeficiente angular
&

[substrato] =

sendo &= 17300 M.

3.3.2 Calibragdo do fluorimetro para o grupo Abz.

Para padronizar o fluorimetro (mod. F-2500, Hitachi, Japao) efetuou-se primeiramente
a hidrolise total do substrato (Abz-AMESVMGYFHRSQ-EDDnp) em concentragdes
crescentes (0,054 uM, 0,108 uM, 0,162 uM, 0,216 uM ¢ 0,270 uM) com papaina (10nM). A
fluorescéncia do substrato foi monitorada em Agx = 320nm, Ag,—420nm, fendas de excitagao
e emissdao 10nm e 20nm, respectivamente, e 700V. Os dados obtidos foram analisados por
regressao linear no softwear GRAFIT v. 3.01 (Leatherbarrow, 1993) de onde se obteve uma
reta (fluorescéncia x concentragdo). O coeficiente angular desta reta corresponde a constante
do aparelho, em UAF/ uM. Essa constante permite a conversdo da velocidade de UAF/min

para M/min.
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3.3.3 Calibragdo do fluorimetro para MCA

Concentragdes de MCA livre (5 a 100nM) foram submetidos a leitura da sua
fluorescéncia, monitorados em Agx = 360nm, Ag,=480nm, fendas de excitacdo e emissao
10nm e 10nm, respectivamente, ¢ 700V. Os dados obtidos foram analisados por regressao
linear no softwear GRAFIT v. 3.01 (Leatherbarrow, 1993) de onde se obteve uma reta
(fluorescéncia x concentracdo). O coeficiente angular desta reta corresponde a constante do
aparelho, em UAF/ uM. Essa constante permite a conversao da velocidade de UAF/min para

M/min.

3.3.4 Cinéticas Enzimaticas

A solugdo estoque do substrato Abz-AMESVMGYFHRSQ-EDDnp foi preparada em
DMF 10% em H,0, a solu¢ao de Z-FR-MCA foi feita diretamente em H,0, ambas mantidas a
4°C. Na determinagao dos parametros cinétios utilizou-se fluorimetro F-2500 (Hitachi, Japao)
ajustado como descrito anteriormente. Foram utilizadas cubetas de caminho optico lcm e
volume final 2mL.

Para a elastase de neutréfilo os ensaios foram feitos em tampao Hepes 10mM, 0,14 M
NaCl, em pH 7,4 e 0,05% de Triton X-100. Sendo a concentragdo final de 2,0nM. Para as
cinéticas com heparina a concentracgao final foi de 50uM. Para a catepsina L os ensaios foram
feitos em tampao acetato de sédio 400mM, EDTAImM em pH 5,5 ¢ DTT (5mM) para a
ativacao, sendo a concentragao final de 2,0nM.

Para a curva de pH com a elastase de neutrofilo (pH 5,0 — 10,0), na auséncia e
presenca de heparina, utilizou-se tampao acetato de s6dio 25mM, MES 25mM, TRIS 25mM,

Glicina 25mM, 0,14 M NaCl ¢ 0,05% Triton X-100.
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Para assegurar que as solugdes de reacdo estavam livres de contaminastes com
atividade proteolitica, foram mantidas no compartimento termostatizado durante 5 minutos e
monitorada sua fluorescéncia, antes da adi¢dao da enzima.

A variagdo linear da florescéncia por unidade de tempo foi convertida em nanomols de
substrato hidrolisado por minuto, baseado na curva de fluorescéncia da solugdo do peptideo
com concentra¢ao previamente conhecida.

As constantes cinéticas foram determinadas a partir das velocidade iniciais de
hidrélise ( < 10% da hidrdlise total, através da extrapolacdo da fluorescéncia maxima
possivel, para cada concentracdo de substrato) utilizando a equacdo descrita por Michaelis-
Mentem, no softwear GRAFIT v. 3.01 (Leatherbarrow, 1993). A velocidade méaxima,
expressa em UAF/mim, foi entdo corrigida para mM/min permitindo o célculo das constantes

cinéticas. Os desvios padrio, na determinagao de K, e ke, foram sempre menores que 5%.

3.4 Espectrometria de Massas

As andlises por espectrometria de massas foram feitas no Centro de Toxicologia
Aplicada do Instituto Butantan (CAT-CEPID) sob a orientacio do Prof. Dr. Daniel C

Pimenta.
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3.4.1 Amostras

Para os ensaios de espectrometria de massas, foram preparadas as seguintes solugdes:
a) Controle: Abz-AMESVMGYFHRSQ-EDDnp (10mM), em solugao aquosa.
b) Incubado 1: Catepsina L (10nM) mais Abz-AMESVMGYFHRSQ-EDDnp (10uM), em
tampao acetato de sodio 400mM, EDTA1mM em pH 5,5 ¢ DTT (5mM).
¢) Incubado 2: Elastase (10nM) mais Abz-AMESVMGYFHRSQ-EDDnp (10uM) em tampao
Hepes 10mM, 0,14 M NaCl, em pH 7,4.

Todas as amostras foram mantidas por 60 minutos em banho termostatizado a 37°C.
ApoOs o tempo de incubagdo a atividade enzimdtica foi interrompida com a adi¢ao de

inibidores especificos, para a catepsina L foi usado E-64 e para elastase de neutrofilo PMSF.

3.4.2 Maldi-Tof

Para a espectrometria de massas tipo MALDI-TOF, as analises foram realizadas em
um instrumento MALDI-ToF/Pré (Amersham). As amostras, em solucdo, foram misturadas
na proporcao 1:1 (v:v) com uma solugdo supersaturada de matriz para peptideos (acido
cindmico) ou matriz para proteinas (acido sinapico), depositadas sobre a placa de amostragem
(0,4-0,8 puL) e deixadas secar no ambiente. Foi utilizado o modo automatico de controle do

equipamento e aquisi¢dao de dados do software de controle do equipamento.
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3.4.3 LC-MS

As amostras previamente secas foram dissolvidas em 0,1% dacido férmico e
depositadas no amostrador do auto-injetor. 20 pL de amostra sdo injetadas
em um sistema de HPLC/Espectrometria de Massass (LC/MS) tipo Quadrupolo, MSQ
Surveyor (Thermo Finnigan) sob fluxo constante de 1 mL/min, e submetida a
uma separacdo cromatografica por fase reversa em coluna Bischoff NPS CI8 1.5
(4.6 x 14 mm), utilizando como solventes A: &cido formico 0,1% e solvente B:
ACN: H,0O:acido férmico/900:100:0,1 e um programas de gradiente linear de 0 a
100% de B em 6 minutos. O controle do instrumento, a aquisicio e o0
processamento de dados foram realizados pelo pacote de programas Xcalibur

(Thermo Finnigan).

3.5 Eletroforese

Para a analise eletroforética foram preparados dois incubados, a saber:
a) Elastase + TIMP-1; e

b) Elastase + TIMP-1 + Heparina

A partir destes incubados foram sendo retiradas aliquotas em tempos pré-
determinados: 20, 40, 60, 90 e 120 minutos. As aliquotas foram aplicadas em gel de SDS-
Page (12,5%) segundo Laemmli (Laemmli, U.K., 1970). O gel foi corado com nitrato de prata

e analisado por densitometria.
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4 RESULTADOS

4.1 Cinéticas enzimaticas

4.1.1 Elastase de Neutrofilo

Visando a necessidade de um substrato que nos permitisse o acompanhamento da
atividade da elastase de neutr6filo humano, optamos pela utilizagdo do substrato comercial
derivado cumarinico MeOSuc-Ala-Ala-Pro-Val-MCA, que foi utilizado como padrio para a
comparagdo com os dados obtidos para o substrato Abz-AMESVMGYFHRSQ-EDDnp
(Tabela 3).

O substrato também foi ensaiado na presenga de heparina, como modulador da
atividade catalitica. Na determinacdo das constantes de especificidade (kca/ky) apds a
determinagdo individual das constantes de afinidade (Ky) e de catalise (k¢,) observamos que
o valor determinado para hidrolise do peptideo Abz-AMESVMGYFHRSQ-EDDnp na
presenca de heparina é aproximadamente quatro vezes maior, diferentemente do peptideo

comercial, que apresenta um decréscimo na atividade (Tabela 3).
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Tabela 3: Diferengas observadas na constante de afinidade determinadas por cinética

michaelianas na presenga e auséncia de heparina.

Cinéticas Michaelianas Cinéticas
[E]: 2,0 nM Michaelianas +
50uM heparina
[E]: 2,0 nM
Kea'knmt Kear'knm
(mM's™) (mM's™)
MeOSuc-AAPV-MCA 30,0+ 3.0 20,0 £2,0
Abz-AMESVMGYFHRSQ-EDDnp 330,0 + 30,0 1100,0 + 90,0

Fonte: Dados obtidos experimentalmente.

A figura 7 mostra a atividade enzimatica (k./Ky) da elastase em fungdo do pH na
auséncia e presenca de heparina (50uM). Quando a enzima ¢é ensaiada na presenca de
heparina existe uma variagao de 0,5 no pH 6timo da enzima, indo de 8,0 para 8,5. Os valores

das constantes de afinidade estio listados na tabela 4.

Figura 7: Curva de atividade da elastase em fun¢do do pH (5,5 — 10,5) na auséncia de

heparina (pontos brancos) e na presenca de 50uM de heparina (pontos pretos)
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Fonte: Dados obtidos experimentalmente.
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Tabela 4: Constantes de afinidade da elastase de neutréfilo em fung¢ao do pH na presenga e

auséncia de heparina.

pH Sem heparina Heparina (50 pM)
Keakn (LM 's™) Kea'km (UM 's™)

5,0 0,462 2,263

5,5 4,676 6,788

6,0 9,580 22,641

6,5 42,070 43,006

7,0 79,460 63,385

7,5 104,005 108,654

8,0 111,015 133,559

8,5 79,934 140,347

9,0 58,432 110,918

9,5 35,060 74,700

10,0 10,515 48,663

10,5 4,67669 22,641

Fonte: Dados obtidos experimentalmente.

4.1.2 Catepsina L

A mesma maneira que procedido para a elastase de neutréfilo, utilizou-se um substrato
comercial, derivado cumarinico, o Z-FR-MCA para verificar a atividade enzimatica e também
como padrdo para compara¢ao dos dados com o substrato derivado da seqiiéncia do TIMP-1.

As constantes cinéticas, neste caso, foram determinadas individualmente por cinética

Michaeliana (Tabela 5).

Tabela 5: Constantes de afinidade para a catepsina L, usando o substrato comercial (Z-FR-
MCA) e o substrato sintético derivado da seqiiéncia do TIMP-1(Abz-
AMESCMGYFHRSQ-EDDnp).

Substrato Keat/Kn(mM's™)
Z-FR-MCA 1350,0 £ 67,0
Abz-AMESVMGYFHRSQ-EDDnp 2270,0-110,0

Fonte: Dados obtidos experimentalmente.
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4.2 Espectrometria de Massas

Em um primeiro momento, como o intuito de avaliar a integridade do substrato, foi
feito o espectro de Massas apenas deste, nas mesmas condi¢des em que seria submetido a
hidrolise pelas enzimas. O resultado esta apresentado na figura 8.

No espectro de Massas do substrato ¢ possivel evidenciar trés picos distintos
(numerados de 1 a 3). O pico de numero 1 corresponde ao substrato integro, e apresenta uma
massa de 1885,72 Da, o que corresponde ao peso calculado através da seqiiéncia de
aminoacidos. Os picos dois e trés, também se referem ao substrato na sua totalidade,
entretanto possuem uma diferenga de massa de 16 e 32 unidades (picos 2 e 3 respectivamente)
em relagdo ao pico 1. Essa diferenca ¢ em funcdo de os grupos Abz/EDDnp perderem
moléculas de oxigénio durante o processo de ionizacdo da amostra. A perda dessas moléculas
de oxigénio também se reflete aumentando a intensidade do pico, uma vez que a intensidade

do sinal observado esta ligada diretamente a quao protonavel ¢ a seqiiéncia em questao.
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Figura 8: Espectro de Maldi-Tof, do substrato Abz-AMESVMGYFHRSQ-EDDnp. O pico 1 refere-se ao substrato integro, assim como

os picos 2 e 3. A diferenca entre eles ¢ referente a perda de um e dois oxigénios pelos grupos Abz/EDDnp. (Fonte: Dados obtidos
experimentalmente.)
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Esses dados demonstram que o substrato esta integro na solugao estoque usado para os
ensaios posteriores, portanto, qualquer fragmento de massa molecular menor ao descrito
anteriormente para a molécula integra, ¢ devido exclusivamente ao processo hidrolitico das

enzimas.

4.2.1 Catepsina L

Apos confirmar-se pelas cinéticas enzimaticas a habilidade da catepsina L em
hidrolisar o substrato Abz-AMESVMGYFHRSQ-EDDnp, passamos para os experimentos de
espectrometria de Massas, para, entdo, identificar a ligacao peptidica hidrolisada.

O incubado contendo o substrato e catepsina L foi primeiramente analisado por
espectrometria de Massas do tipo MALDI-TOF em fun¢ao da necessidade de um volume
pequeno de amostra e rapidez na aquisi¢ao dos dados. A figura 9 mostra os dados obtidos.

O espectro de massa do incubado mostra um pico com uma boa intensidade de sinal e
com uma massa molecular de 582 Da. Este pico refere-se ao produto de hidrolise obtido pela
acdo da catepsina L. Apos analise dos possiveis pontos de hidrolise presentes na molécula do
substrato, verificou-se que a ligacao hidrolisada foi entre o residuo de His e o residuo de Arg,
gerando os fragmentos Abz-AMESVMGYFH e RSQ-EDDnp. A massa real calculada do
fragmento RSQ-EDDnp ¢ de 614 Da, a diferenga entre esta e a observada experimentalmente
deve-se mais uma vez a perda de um oxigénio pelo grupo EDDnp.

Para confirmar a hidrolise no ponto sugerido, uma aliquota do incubado foi submetida
a espectrometria de massa do tipo LC-MS, uma vez que o fragmento (1290 Da) nao
apresentaria sinal mensuravel no MALDI-TOF uma vez que ndo possui residuos que possam

ser protonaveis e, com isso, identificados com clareza.



Figura 9: Espectro de massa do incubado de catepsina L com o substrato sintético. A seta indica o fragmento gerado pela agdo
enzimatica. O produto de hidrdlise possui uma massa real de 614Da, referente a seqiiéncia RSQ-EDDnp. A diferenga entre a
massa calculada e a encontrada deve-se a perda de um oxigé€nio. (Fonte: Dados obtidos experimentalmente.)
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A figura 10 refere-se aos experimentos de LC-MS. Na parte superior (Figura 9 A)
podemos verificar dois cromatogramas de fase reversa onde se observa a elui¢do da regido C-
terminal no inicio do gradiente e o produto N-terminal, em funcdo da sua caracteristica mais
hidrofébica, ¢ retido mais tempo na coluna o que aumenta o seu tempo de retengao Os tempos

de retengdo sdo de 0,39 minutos e 3,69 minutos, respectivamente.

A figura 9 B apresenta o espectro de massa para cada um dos picos observados. Na
parte superior da figura a regido C-terminal com m/z = 598 e na parte inferior o fragmento N-
terminal com duas cargas, ou seja, m/z = 637 (m=1290 — 16, correspondendo a perda de um
oxigénio e z=2). Os demais ions que podem ser vistos no cromatograma podem ser da fase

movel, impurezas, fragmentagdo das moléculas ou reagentes presentes no incubado.

Ao verificar-se a presenca do fragmento com massa de 1290 Da pelo método LCMS,
pode-se, com clareza afirmar o ponto de hidrolise sugerido pelos experimentos prévios em

MALDI-TOF.
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Figura 10: LCMS do incubado com catepsina L. Em A esta o cromatograma de fase reversa, onde o pico com tempo de retengdo de 3,69

minutos € a por¢ao N-terminal do substrato e o pico com tempo de retengdo de 0,39 minutos € referente a por¢do C-terminal.
Em B esta o espectro de massa de cada pico, onde na parte superior vemos a regido C-terminal (598,53Da) e na parte inferior a

por¢do N-terminal com duas cargas (637Da), ambos indicados com uma seta vermelha e sua seqiiéncia. (Fonte: Dados obtidos
experimentalmente.)

3.69 NL:
100 3.50E5
@ J miz=
2 80 638.40-
8 - 639.40 F:
S 60 MS
-gg J G3_06101012
4949
2 407
£ 3
D 20
[hd -
01002 0.36 0.53 0.70 0.85 1.16 1.43 1.64 1.86 2.07 2.32 2.54 2.92 3.12 3.60 ) |3.82 393 444 463 514 521 531 5.70 5.86 6.20 6.44 6.64 6.93
0.39 NL:
1007 0.36 5.90E5
. N mz=
80— 598.29-
3 598.81 F:
60— MS
- G3_06101012
40 4949
20
B 0.53
ol 026 W, 070 1.06 1.33 1.54 1.66 181 224 236 285 299 316 343 369 377 408 440 464 497 521 524 569 6.08 637  6.74 6.98
rr o g+ o .o+ nr~.++ ..+~~~ o~ r. 1. J] T ] rrr~ 1111+~ 1. 1. 1111 1 t°1. 1.1 T 1 1. T ] I T T T 1 T T 11
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 35 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5
Time (min)
100, 14613 NL: 2.60E5
B G3_061010124949#20-27 RT:
8 go™ 377.27 RSQ-EDan 0.32-0.44 AV: 8 T: {0,0} +p
g 3 ESI corona sid=75.00
2 60 det=1153.00 Full ms [
3 .
2 3 598.53 100.00-2000.00]
< 3
2 407 620.53
Z 7
8 A 178.
¢ 207 838 33727 18,27
il ‘H“Jl] | \M [y, 51328 666.41 731.54 g67.30 952.56  1080.81 1192.07  1320.21 1483.09 1578.22 1756.73 1840.11 1927.62
o 242 51 NL: 2.82E5
1005 G3_061010124949#214-219 RT:
807 3.64-3.72 AV: 6 T: {0,0} +p
: AbZ-AMESVMGYFH ESI corona sid=75.00
601 det=1153.00 Full ms [
N 100.00-2000.00]
40
114213 63754 0067
207 186.51 596.53
o Ll phiew 1 279:14 451";‘0 RN h 692.41 808.80 902.93  1050.19 1203.20 1289.08 1507.47 1627.73 1718.48  1865.87 1969.87
R e S L B B B L B A AR I e A AR e e e
200 400 600 800 1000 1200 140 1600 1800 2000

m/z



56

4.2.2 Elastase de Neutrofilo

O incubado com elastase foi submetido também a analise por MALDI-TOF com o
intuito de verificar o ponto de hidrolise. Apds analise dos possiveis pontos de hidrolise
presentes na molécula do substrato correlacionando-os com as massas presentes no espectro
obtido (Figura 11), verificou-se que a ligacdo hidrolisada foi entre o residuo de Met e o
residuo de Val, dando origem aos fragmentos e, sendo a massa de cada fragmento 668 ¢ 1217
Da, respectivamente. Os picos referentes aos produtos gerados estdo destacados na figura,
com as suas respectivas seqiiéncias.

No caso deste incubado ndo houve a necessidade de fazer ensaios utilizando LCMS,

uma vez que os dois fragmentos puderam ser observados com o uso do Maldi-Tof.
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Figura 11: Espectro de Maldi-Tof do incubado de elastase com o substrato derivado do TIMP-1. Os produtos de hidrolise estdo indicados
com a seta vermelha, e sua seqiiéncia correspondente. (Fonte: Dados obtidos experimentalmente.)
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4.3 Eletroforese

Visando uma correlagdo mais informagdes acerca da influéncia da heparina como
modulador da elastase na degradacdo do TIMP-1, nosso proximo passo foi avaliar, através de
eletroforese em gel de SDS-Page, a degradag¢ao da molécula integral do TIMP-1 na auséncia e
presenga de heparina em diferentes tempos de incubacdo e analisar posteriormente por
densitometria. A figura 12 mostra os resultados obtidos, as pistas marcadas com (+) sdo
aquelas onde a elastase foi incubada com heparina nas pistas marcadas com (-) ndo houve

incubacdo com heparina, os tempos de incubacao estdo descritos em minutos.

Figura 12: Eletroforese em gel SDS (12,5%) avaliando a influéncia da heparina na catalise da
molécula de TIMP-1. As pistas marcadas com o sinal (-) ndo possuem heparina e

as pistas marcadas com (+) possuem heparina.
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Fonte: Dados obtidos experimentalmente.
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Foi realizada a analise por densitometria das bandas observadas nos ensaios de

eletroforese realizados conforme Figura 13. Os valores estdo listados na tabela 6

Figura 13: Graficos construidos a partir dos dados de densitometria do gel de eletroforese.
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Tabela 6: Porcentagens de TIMP-1 remanescente e produto formado a partir da degradagio
do TIMP-1 em diversos tempos de incubacdo na presenga e auséncia de
Heparina. As porcentagens foram calculadas a partir dos dados obtidos pela

densitometria do gel em SDS-Page.

Tempo (min) % TIMP % Produto formado
Sem Com Heparina Sem Com Heparina
Heparina (50uM) Heparina (50uM)
0 100 100 0 0
20 83 58 17 42
40 67,7 49 32,3 51
60 59,6 44 40,4 56
90 54,1 40 45,9 60
120 53,5 38 46,5 62

Fonte: Dados obtidos experimentalmente.
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5  DISCUSSAO

A hidrélise do inibidor tissular da metaloproteases-1, TIMP-1, constitui passo
fundamental na regulacdo da atividade das metaloproteases-3 e -9, e, consequentemente, na
degradacdo da matriz extracelular. A habilidade da elastase em processar o TIMP-1 ¢ relatada
na literatura por Nagase et al (1997) e loth e Nagase (1995). Em nosso trabalho apresentamos
aspectos cinéticos deste processo e a influéncia de glicosaminoglicanos na degrada¢dao do
inibidor.

No presente estudo foi observado a influéncia da heparina na hidrélise do TIMP-1 pela
elastase, com utilizagdo da proteina de TIMP-1 integral, bem como com o emprego de
substrato sintético com apagamento intramolecular da fluorescéncia contendo 13 residuos de
aminoacido referentes as posicdes de 65 a 76 do inibidor humano.

Nos ensaios realizados a heparina foi utilizada como modelo de glicosaminoglicano
polisulfatado, neste caso o heparam sulfato presente na matriz extracelular e na superficie das
células, e a elastase de neutréfilo como protease presente em processos inflamatorios e
tumorais.

Outra protease estudada, como capaz de hidrolisar o TIMP-1, foi a catepsina L, a qual
reconheceu o peptideo sintético empregado como substrato. Todavia, ndo tivemos material
disponivel para realizar ensaios da proteina de TIMP-1 integral com esta enzima. A
verificagdo da potencial atividade da catepsina L como enzima capaz de degradar o TIMP-1
teve como base a indicacdo da literatura de que esta protease ¢ encontrada na matriz
extracelular em processos tumorais (WOLTERS ET AL, 1998; SKRYDLEWSKA, 2005).

Nos ensaios com o peptideo sintético a analise de especificidade das enzimas

estudadas foi realizada tendo em vista que um peptideo de 13 residuos de aminoécidos
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(Figura 14), contendo os residuos mostrados, ndo deve apresentar estrutura rigida, a qual deve

ter transi¢ao continua em solucao aquosa.

Figura 14: Representagdo da estrutura do peptideo Abz-AMESVMGYFHRSQ-EDDnp
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A hidrdlise do peptideo Abz-AMESVMGYFHRSQ-EDDnp pela elastase de neutrofilo
humano ocorreu entre os mesmos residuos de Val*{Met”® como demonstrado para hidrolise
da proteina do TIMP-1 integral por Nagase et al (1997). Todavia, com a utilizagdo do
peptideo sintético também foi possivel observar que a atividade enzimatica sobre a seqiiéncia
do substrato na presenca de 50 uM de heparina foi aproximadamente 3,3 vezes maior que
quando comparado aos ensaios cinéticos realizados na auséncia de heparina. Estes dados
indicaram que a interacdo da elastase com a heparina poderia promover uma regulagcdo
positiva na degradagdo do TIMP-1 por esta enzima. Esta indicagao foi confirmada em ensaios
de eletroforese em SDS com a proteina integral de TIMP-1 na presenca e auséncia de
heparina, onde foi observado que a formagdo de produto no tempo inicial reflete os dados

cinéticos, ou seja, cerca de 3 vezes mais produto formado. (Figura 13).
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Outro aspecto observado com a utilizagdo de substratos sintéticos foi referente a
influéncia da regido P’ (produto —NH-...) na interagdo enzima-substrato. Na hidrélise do
substrato sintético MeOSuc-AAPV-MCA a ligacao hidrolisada foi a existente entre o residuo
de Val e o grupamento MCA. Neste caso, nao havia residuos de aminoacidos realizando
interagdo com os subsitios descritos como S’ da enzima e nos experimentos cinéticos nao foi
observada influéncia da heparina na hidrolise do substrato, ndo havendo alteracao

significativa nas constantes determinadas (Figura 15).

Figura 15. Figura esquematica indicando o ponto de hidrélise do peptideo derivado do
TIMP-1 pela elastase e os aminoacidos que ocupam os subsitios desta enzima
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Estes resultados sugerem que a influéncia da heparina na hidrolise do peptideo tem
como fator determinante a interagdo de residuos de aminoacidos com subsitios da regido S’ da
enzima. Esta observagao sugere que eventuais alteragdes estruturais decorrentes da interagao
da heparina com a elastase t€ém maior influéncia em regides especificas da estrutura da

enzima.
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Com relagdo a aspectos de especificidade da elastase humana de neutrofilo (HNE) na
hidrolise do substrato derivado da seqiiéncia do TIMP-1, observa-se que o mesmo apresenta
no subsitio P; um residuo de valina. A preferéncia do subsitio S; da HNE ¢ por residuos
pertencentes ao grupo dos alifaticos e hidrofobicos, como Leu e Ile (BODE, 1989). A
similaridade entre as cadeias laterais da Leu e Ile quando comparadas com a da Val, justifica
essa acomodacao.

A posicao P, € ocupada por um residuo de serina, que possui um grupo OH em sua
cadeia lateral. A intera¢do desse aminoacido com o subsitio S, pode ser prejudicada por essa
caracteristica, uma vez que a mesma maneira do subsitio S;, ele acomoda preferencialmente
residuos hidrofébicos. A interagdo entre P, e S, pode ser conseqiiéncia das demais interagdes
entre o substrato do TIMP-1 e a enzima, ndo sendo, portanto, fundamental na agado
enzimatica.

Conforme descrito por Yasutake e Powers (1981), substratos com cadeias laterais
longas e dotadas de carga sdo bem aceitas pelos subsitio S; e S; promovendo uma melhor
interacdo do que quando comparado a cadeias laterais unicamente hidrofobicas e curtas. Na
posicdo P; do substrato estd localizado um residuo de Glu, e em P4 a presenga de um residuo
de Ser. As cadeias laterais dos residuos de Glu (P3) e Ser (P4) ndo sdo as ideais para estes
subsitios, uma vez que ndo promovem o0s contatos para a estabilizagdo do substrato na
enzima, através de pontes de hidrogénio (BODE, 1989).

Em relagdo aos residuos posicionados na por¢ao P’, a primeira posi¢do ¢ ocupada por
uma Met, o que vai de encontro a caracteristica pouco hidrofobica do subsitio S',, entretanto,
excetuando-se residuos de prolina e residuos essencialmente hidrofobicos e muito volumosos,
este subsitio ndo possui um alto grau de especificidade, podendo acomodar os demais

aminoacidos.
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A posicao P’; € ocupada por um residuo de Gly, que possui em sua cadeia lateral
apenas um atomo de hidrogénio. Mesmo nao se tratando de um aminoacido com as
caracteristicas essenciais para subsitio S’,, que acomoda residuos de cadeias laterais fenolicas,
a interagdo pode ser apenas superficial, n3o sendo, portanto fundamental para o
posicionamento do substrato do TIMP-1 na enzima.

O subsitio S’; acomoda cadeias alifaticas de caracteristicas hidrofobicas, entretanto na
posicdo P’; existe uma tirosina, que em sua cadeia lateral apresenta um grupo fenol. Como a
cadeia lateral da Tyr ¢ volumosa o contato deste residuo com o subsitio deve ser superficial,

mantido por interagdes hidrofobicas, com os residuos de Phe, Leu, ¢ Val nele localizado.

Outro ponto de interesse em nosso estudo foi monitorar a participagao da catepsina L
como uma possivel protease capaz de hidrolisar o TIMP-1, ativando assim as metaloproteases
de matriz facilitando assim a migra¢ao de células tumorais.

A catepsina L mostrou-se capaz de reconhecer o peptideo Abz-AMESVMGYFHRSQ-
EDDnp como seu substrato, hidrolisando a ligagdo His*VArg”>. Ainda com o uso do
substrato sintético pudemos avaliar que, assim como para a elastase, existe a influéncia da
regido P’ na acomodagdo do substrato na enzima. Em comparacdo ao substrato comercial, Z-
FR-MCA, onde na regido P’ estd tdo somente o grupamento MCA o peptideo Abz-
AMESVMGYFHRSQ-EDDnp pode-se observar que o substrato derivado do TIMP-1 ¢ 1,7

vezes mais susceptivel a agdo da catepsina L. (Figura 16).



66

Figura 16: Figura esquematica indicando o ponto de hidrélise do peptideo derivado do
TIMP-1 pela Catepsina L e os aminoéacidos que ocupam os subsitos desta enzima
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O subsitio S; da catepsina L, assim como das outras enzimas pertencentes a familia da
papaina, ndo ¢ o responsavel pela especificidade primaria da enzima e acomoda
preferencialmente residuos basicos. A partir dos nossos dados de espectrometria de massa
evidenciamos que o residuo de His ocupa a posi¢do P; no substrato de maneira eficiente, por
se tratar de um aminoacido com cadeia lateral basica, indo de encontro ao descrito para as
enzimas da familia da papaina. (BROCKLEHURST, 1990).

O residuo em P, trata-se de uma Phe. Segundo o trabalho Barrett e Kirschke (1981) o
subsitio S, das proteases da familia da papaina interage com aminoacidos hidrofobicos, em
funcdo de sua natureza fisico-quimica. Portaro et al (2000) confirmam este resultado, e
demonstram que dentre os residuos hidrofobicos, a catepsina L aceita preferencialmente
residuos de Phe. Esta combinacdo de S; com residuos basicos flanqueados por um residuo
hidrofobico em S, mostra-se como fundamental para o reconhecimento do substrato e
posterior acdo hidrolitica.

Em P; o substrato apresenta um residuo de Tyr, que possui caracteristica hidrofobica.

A especificidade do subsitio S; encontra-se em acomodar residuos hidrofobicos mais
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volumosos. A presenca do residuo de Tyr na posicao P3 corrobora com essa especificidade,
entretanto ¢ o que possui a menor afinidade pelo subsitio, quando comparado com os demais
residuos do mesmo grupo fisico-quimico (KOGA ET AL, 1990), possivelmente pela presenga
de um grupo OH ligado ao anel benzénico, contribuindo com uma caracteristica levemente
polar e com isso perturba a interagao neste subsitio.

Segundo a literatura, o subsitio S’; da catepsina L é de certa maneira inespecifico,
podendo, com isso, acomodar um grande numero de residuos. Entretanto, a catepsina L,
apresenta uma preferéncia por ndo hidrofdbicos (MENARD ET AL, 1993). O substrato
derivado do TIMP-1 apresenta em P’; um residuo de Arg. Nao existem, entretanto, dados na
literatura de substratos que contenham esse aminodcido na posi¢ao P’;, contudo devido a sua
similaridade com o residuo de Lys a enzima seja capaz de acomoda-la, entretanto com alguma
diferenca na especificidade.

Segundo Bromme e Kirschke (1993) a catepsina L tem forte preferéncia por
aminoacidos hidrofébicos em S’,, dentre os quais Trp, Leu e Tyr. No substrato sintético
derivado do TIMP-1 o aminoacido que ocupa a posi¢ao P’ ¢ uma Ser que possui em sua
cadeia lateral um grupo OH, o que esta fora dos padrdes de especificidade do subsitio. A
interagdo do residuo de Ser em S’; possivelmente esta ocorrendo como uma conseqiiéncia das

demais interagdes dos outros subsitios, que acabam por forgar a orientagdo da Ser em S’,.

Um dado interessante de nosso trabalho foi verificar que o substrato Abz-
AMESVMGYFHRSQ-EDDnp ¢ mais susceptivel a agdo da catepsina L do que quando
comparado com a elastase, mesmo na presenca de heparina. Ao analisarmos as
especificidades dos subsitios de ambas as enzimas em relacdo ao substrato a catepsina L
mostra-se como aquela que possui as melhores caracteristicas para a acomodacdo do

substrato, isso fica mais evidente quando se comparam os valores das constantes de
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especificidade, onde a catepsina L, mesmo na auséncia de heparina possui um valor 6,9 vezes
maior quando comparada com a elastase na auséncia de heparina e 2,0 vezes na presenca de

heparina. (tabela 7)

Tabela 7: Comparagado da especificidade da catepsina L e elastase na presenga de heparina

Enzimas Kear'km
(uM's™)
Sem Heparina Heparina (50uM)
Elastase 0,330 + 0,030 1,100 + 0,090
Catepsina L 2,270+ 0,113 -

Uma caracteristica de processos inflamatorios e tumorais ¢ a acidificagdo do micro
ambiente variando de pH 7,2 até 5,5. Essa acidificagdo ¢ um fator importante no controle do
“turnover” dos componentes da matriz; uma diminui¢do no pH da matriz leva a altera¢do na
sintese de proteinas e de proteoglicanos em cartilagens, por exemplo (RAZAQ S. ET AL,
2003). O balango entre a entrada e saida de protons da célula é de grande importancia uma
vez que grande parte das exercidas pelos neutréfilos, como a eliminacdo de microorganismos,
migragdo celular, citotoxicidade de células tumorais e liberagcdo de enzimas dos granulos
azurofilos, sdo dependentes diretamente do pH. (COAKLEY, 2002).

Em relagdo aos dados que obtivemos, temos que a elastase atua eficientemente em pH
alcalino (7,5-8,5) ao passo que a catepsina L, por tratar-se de uma enzima lisossomal, tem um
pH otimo préoximo a 5,5. Quando sdo liberadas para a matriz nos processos descritos, a
catepsina L atua de maneira eficiente, uma vez que estd em um ambiente que possui um pH
préximo a aquele que ela necessita para sua acdo. Especificamente no caso de processos
inflamatorios a acdo da catepsina L pode estar diretamente ligada a fase pré-aguda e aguda,
que em fungdo da liberagdo de diferentes mediadores do sistema imune possui o pH ideal para

a atuagdo desta enzima. Ao contrario, a elastase que ird encontrar um ambiente
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completamente desfavoravel, e por conta disso, terd sua atividade reduzida em
aproximadamente 90% (tabela 4). Entretanto, na fase cronica do processo inflamatoério, o pH
do micro ambiente estd mais proximo ao pH fisiologico, favorecendo assim a agdo da
elastase.

Por conta de estar em um ambiente que favorece a sua denaturagdo, a agdo da eclastase
no processo inflamatorio (pré-agudo e agudo) contard com um tempo reduzido, isso evidencia
que o pH acido encontrado no micro ambiente, atua como um regulador da acdo enzimatica,
uma vez que se a elastase fosse liberada em condicdes fisiologicas a degradagao da matriz ndo
seria apenas local, mas sim se propagaria de modo a causar lesdo tecidual, de maneira
reversivel, no caso de ativar apoptose, ou irreversivel, que ¢ o caso da necrose. Ao se restaurar
a homeostase da lesdo a catepsina L que estava ativa, passa a sofrer reduc¢ao na sua atividade
também. Nossos dados em conjunto com a literatura, parecem mostrar que a elastase ¢ a
catepsina L atuam em momentos diferentes no processo infamatério e tumoral.

A elastase atua em um unico ponto na molécula de TIMP-1, como fica evidente tanto
nos experimentos de espectrometria de massas com o peptideo sintético quanto na
eletroforese utilizando a molécula integral do TIMP-1, mesmo com outros pontos favoraveis a
hidrolise. Em funcdo dessa caracteristica podemos avaliar a elastase como uma enzima
processadora. Quanto a agdo da catepsina L, ainda falta-nos avaliar a sua acdo sobre a
molécula integral do TIMP-1, para determinar de maneira factivel que esta possui também
acdo processadora, ao invés de meramente degradar o TIMP-1, em partes que ndo sejam
importantes no processo de inibicdo das MMPs pelo TIMP-1, mesmo que os ensaios com
espectrometria de massa mostrem que o peptideo sintético € susceptivel a sua agao.

Nossos resultados indicam que a elastase quando na matriz extracelular, em processos
inflamatorios liga-se a heparina. Uma vez complexada a heparina, a elastase ¢ capaz de

processar o TIMP-1 com maior eficiéncia. Entretanto a catepsina L, também presente na
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matriz em diversos processos patologicos, ndo sé reconhece o TIMP-1 como seu substrato,

mas o degrada com maior eficiéncia do que a elastase, mesmo na presenga de heparina. A

figura abaixo (figura 17) mostra de maneira esquematica os resultados obtidos em nosso

estudo.

Figura 17: Resumo esquematico dos resultados obtidos. Em vermelho as enzimas testadas.
As setas em azul indicam a proposta de degradacao, a espessura das setas refere-se

a eficiéncia do processo.
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