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A endopeptidase neutra (NEP, encefalinase, neprilisina , EC 3.4.24.11) é 

unia zinco-metalloendopeptidase que hidrolisa ligações peptidicas, em resíduos 

hidrofóbicos na posição P'i. A NEP é amplamente distribuída em vários tecidos, e 

está envolvida na regulação e metabolismo de uma variedade de peptídeos 

biologicamente ativos tais como, substância P, encefalinas, peptídeo natriurético 

atrial, bradicinina, gastrina, neurotensina e o peptídeo quimiotático.

Quatro peptídeos fluorogênicos com apagamento intramolecular de 

fluorescência contendo um grupamento o-aminobenzoil (Abz) e N-(2,4- 

dinitrofenil)-etilenodiamina (EDDnp) nas extremidades amino e carboxi terminal 

respectivamente, Abz-dRRL-EDDnp, Abz-dRRV-EDDnp, Abz-dRRF-EDDnp e 

Abz-GGdFLRRV-EDDnp, foram seletivamente hidrolisados pela endopeptidase 

neutra (NEP) na ligação Arg-Leu, Arg-Val, Arg-Fen e Arg-Val, respectivamente. 

Os parâmetros cinéticos da hidrólise dos peptídeos Abz-dRRL-EDDnp, Abz-dRRV- 

EDDnp e Abz-dRRF-EDDnp da reação catalisada pela NEPr foi de: Km = 2.8 pM, 

k(:a1 = 5.3 min1, kcat / Km = 2 min 1 pM'1, Km = 3.7 pM, kcat = 5.1 min'1, kcat!Km = 1.3 

min'1 pM'1 e Km = 5.0 pM, kal{ = 7.0 min'1, £c<Jt/Km = 1.4 min’1 pM'1, 

respectivamente.

A elevada especificidade desses substratos foi demonstrada pela total 

resistência à ação de metaloproteases, serinoproteases e proteases presentes em 

preparações membranares de rim, pulmão, cérebro e outros tecidos do sistema 

reprodutor masculino e feminino humanos. O bloqueio amino e carboxi terminal 

protegeu esses peptídeos contra ação de aminopeptidases, carboxipeptidases e ACE. 

Além disso o aminoácido, dR assegurou total proteção dos peptídeos Abz-dRRL- 

EDDnp, Abz-dRRF-EDDnp e Abz-dRRV-EDDnp contra a ação da termolisina e 

tripsina.
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Os parâmetros cinéticos da hidrólise do peptídeo Abz-GGdFLRRV-EDDnp da 

reação catalisada pela NEPr foi: Km = 3.0 pM, kca{ = 127 min1, kca, / Km = 42 min'1 

pM'1. Embora o Abz-GGdFLRRV-EDDnp também apresente uma boa 

especificidade para NEP, ele é parcialmente suscetível a degradação por enzimas 

tripsina-símile que podem clivar a ligação R-R. Os resultados do presente estudo 

demonstram que: (i) o substrato Abz-GGdFLRRV-EDDnp é mais indicado que os 

peptídeos Abz-dRRL-EDDnp, Abz-dRRV-EDDnp e Abz-dRRF-EDDnp para o 

estudo da NEP em preparações enzimáticas purificadas e (ii) os substratos Abz- 

dRRL-EDDnp, Abz-dRRV-EDDnp e Abz-dRRF-EDDnp que demonstraram ser 

específicos para NEP, é melhor indicado para o estudo em preparações 

membranares cruas.

A atividade da NEP foi investigada no plasma seminal através dos ensaios 

fluorimétricôs estudados no presente estudo. A NEP foi purificada à aparente 

homogeneidade utilizando ensaios com os substratos Abz-dRRL-EDDnp, Abz- 

dRRV-EDDnp e Abz-dRRF-EDDnp. Embora a enzima seja considerada 

exclusivamente ligada a membrana de células, sua atividade foi demonstrada no 

plasma seminal humano.

O estudo cinético de vários peptídeos derivados de precursores opióides 

realizado com uma forma solúvel de NEP recombinante demonstrou que: um 

resíduo de R em P'2 ou R-R em P’2 e P'3, respectivamente, impedem a hidrólise dos 

peptídeos opióides fluorogênicos derivados da dinorfinai-6 e dinorfínai.7. Entretanto 

a substituição das argininas por aminoácidos neutros ou ácidos em P'2 e P’3 

resultaram em peptídeos que são substratos para a NEP. Nos derivados da dinorfina 

A a presença de dupla R-R em P'2 e P’3 impede a hidrólise do peptídeo pela NEP e a 

presença de uma R em P’2 ou P’3 não impede a hidrólise desses compostos, ao 

contrário dos derivados da dinorfina A^ e dinorfina A1.7.
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Entretanto, observa-se que a presença da dupla de aminoácidos ácidos T-S em P’2 e 

P’3 origina um excelente substrato para a NEP. Assim pode-se concluir que a 

presença de uma arginina em P’2 ou P’3 dificulta a hidrólise desses substratos pela 

NEP.
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Neutral endopeptidase (NEP, enkephalinase, neprilysin, EC 3.4.24.11) is a 

broadly specific zinc metalloendopeptidase which hydrolyzes internai peptide bonds 

on the amino side of hydrophobic amino acid residues in P j position, being Leu or 

Phe prefered amino acids. NEP is widely distributed in various tissues, and it is 

involved in the regulation and metabolism of a variety of biologically active 

peptides such as substance P, enkephalins, atrial natriuretic factor, bradykinin, 

gastrin, neurotensin and the chemotatic peptide.

lt was found that four intramolecularly quenched fluorogenic 

peptides containing o-minobenzoyl (Abz) and ethylenediamine 2,4-dinitrophenyl 

(EDDnp) groups at amino- and carboxyl-terminal amino acid residues, Abz-dRRL- 

EDDnp, Abz-dRRV-EDDnp, Abz-dRRF-EDDnp and Abz-GGdFLRRV-EDDnp, 

were selectively hydrolyzed by neutral endopeptidase (NEP) at the Arg-Leu , Arg- 

Val, Arg-Phe and Arg-Val bonds, respectively. The kinetic parameters for the NEP 

catalyzed hydrolysis of Abz-dRRL-EDDnp, Abz-dRRV-EDDnp, Abz-dRRF- 

EDDnp were: Km - 2.8 pM, Acat = 5.3 min'1, kcaXl Km = 2 min'1 pM'1, Km = 3.7 pM, 

kcat = 5.1 min'1, k^lKm = 1.3 min'1 pM'1 and Km = 5.0 pM, kcai = 7.0 min'1, kcJKm = 

1.4 min'1 pM'1, respectively. The high specifícity of these substrates was 

demonstrated by their total resistance to hydrolysis by metalloproteases 

[thermolysin, angiotensin-converting enzyme, serineproteases, a-chymotrypsin and 

proteases present in tissue homogenates from kidney, lung, brain and testis. The 

blocked amino- and carboxyl-terminal amino acids protected these substrates 

against the action of aminopeptidases, carboxypeptidases and ACE. Furthermore, 

dR amino acid ensured a total protection of Abz-dRRL-EDDnp, Abz-dRRF-EDDnp 

and Abz-dRRF-EDDnp against the action of thermolysin and trypsin. The kinetic 

parameters for the NEP catalyzed hydrolysis of Abz-GGdFLRRV-EDDnp was: 

Km = 3.0 pM, k^ = 127 min'1, k^J Km = 42 min1 pM'1. Although Abz- 

GGdFLRRV-EDDnp also presents a good specifícifíty for NEP, since it is resistant 
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to other metalloendopeptidases such as angiotensin-converting enzyme and 

thermolysin, it is partially susceptible to degradation by trypsin-like enzymes which 

may cleave the R-R bond of its sequence. In conclusion, (i) the previously described 

substrate Abz-GGdFLRRV-EDDnp, which presents the best parameters kinetics, is 

more suitable than Abz-dRRL-EDDnp, Abz-dRRV-EDDnp and Abz-dRRF-EDDnp 

for NEP assays in purified enzyme preparations and (ii) the substrates Abz-dRRL- 

EDDnp, Abz-dRRV-EDDnp and Abz-dRRF-EDDnp, which presents the best 

specifícity, suits better than Abz-GGdFLRRV-EDDnp for NEP assays in crude 

enzyme preparations.

The presence of the neutral metal!o-endopeptidase 3.4.24.11 activity was 

investigated by fluorimetTic assay in seminal plasma. NEP was purified to 

homogeneity from seminal fluid. Enzyme assays were performed with Abz-dRRL- 

EDDnp, Abz-dRRF-EDDnp e Abz-dRRV-EDDnp. Although the enzyme was 

previously known to occur exclusively in membrane bound in the human or animal 

central nervous system, its activity was purified in seminal plasma human. The 

probable function of NEP in the male genital tract may be related to sperm 

maturation and proacrosin activation.

The kinetics of the reactions of thirteen intramolecularly quenched 

fluorogenic peptides with a recombinant soluble form of NEP (rNEP) have been 

determined. Abz-GGFLR-EDDnp, Abz-GGFLQ-EDDnp, Abz-GGFLRR-EDDnp, 

Abz-GGFLRQ-EDDnp, Abz-GGFLGQ-EDDnp, Abz-GGFLSQ-EDDnp, Abz- 

GGFLTQ-EDDnp, Abz-GGFLRRQ-EDDnp, Abz-GGFLTSQ-EDDnp, Abz- 

GGFLRSQ-EDDnp, Abz-GGFLTRQ-EDDnp, Abz-GGFLTSRQ-EDDnp, Abz- 

GGFLGGQ-EDDnp. The results of this study show that there are large differences 

in reactivities of the peptides containing the R in P’2 position or R-R in P’2 and P’3 

position, respectively. However the substitution of the arginines by neutral or acid 
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amino acids in P'2 and P’3 position result in peptides that are excellent substrats for 

NEP. The peptides containing acid amino acids S and T were more efficiently 

degraded than those G containing, a neutral amino acid.
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ENDOPEPTIDASE NEUTRA 0

A endopeptidase neutra (NEP, EC 3.4.24.11, E.P. 24.11, Neprilisina, 

Encefalinase) é uma zinco metalo-endopeptidase transmembranar presente na 

superfície de várias células (LEMAY et al., 1989; GOUDREAU et al., 1994; 

CARVALHO et al., 1995; CARVALHO et al., 1996). Apesar de micialmente 

identificada nas membranas em borda de escova das células do rim de coelho 

(KERR e KENNY, 1974a, b), estudos posteriores demonstraram que a NEP é 

largamente distribuída em uma grande variedade de tecidos de mamíferos incluindo 

estruturas específicas no sistema nervoso central, pulmões, trato genital masculino, 

intestino, neutrófilos, fibroblastos e células epiteliais (ERDOS e SKIDGEL, 1989).

A presença da NEP no cérebro de mamíferos foi mostrada estando implicada 

na inativação dos peptídeos opióides endógenos, [MefiJ-encefalina e [Leu5]- 

encefalina (MALFROY et al., 1978b; ALMENOFF et al., 1981), razão pela qual é 

fieqüentemente designada “encefalinase”. Em seguida, foi comprovado o 

envolvimento da NEP na inativação fisiológica de outros neuropeptídeos, 

evidenciando que a função da NEP não era limitada a degradação das encefalinas 

mas estaria relacionada ao processamento pós-secretório e metabolismo de vários 

hormônios peptídicos e neuropeptídeos (STEPHENSON e KENNY, 1987a).

A NEP apresenta uma ampla seletividade de substratos e cliva vários

pequenos peptídeos linear ou peptídeos cíclicos, tais como endotelina (FAGNY et

al., 1991) ou ANP (STEPHENSON e KENNY, 1987a), assim como polipeptídeos

de cadeia longa como a cadeia p da insulina (KERR e KENNY, 1974b) e a

interleucina-1 a (PIERART et al., 1988).
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A NEP hidrolisa também vários peptídeos de cadeia linear in vitro tais 

como, substancia P e neurocininas (MATSAS et al., 1983; STEPHENSON e 

KENNY, 1987b), gastiina (MATSAS et al., 1984a; DURIEUX et al., 1986; ZUZEL 

et al., 1985), neurotensina (CHECLER et al., 1983) e o peptídeo Met-encefalina- 

Arg-Fen. O peptídeo quimiotático fonnil-Met-Leu-Fen, foi também demonstrado 

ser liidrolisado pela NEP (ROQUES et al., 1993).

A distribuição da NEP na superfície das células de uma grande variedade de 

tecidos de mamíferos sugere que ela pode desempenhar múltiplas ações fisiológicas 

(ROQUES et al., 1993; VAGHY, et al.; 1995; CARVALHO et al., 1996). No rim a 

NEP está presente em altas concentrações na borda em escova das células epiteliais 

dos túbulos proximais (KERR e KENNY, 1974a, b), onde ela participa da 

inativação fisiológica do ANP (STEPHENSON e KENNY, 1987a; OL1NS et al., 

1989; ROQUES e BEAUMONT, 1990) e possivelmente de um fator ANP-símile 

(FONTELES et al., 1993); na superfície de células do sistema nervoso central 

(SCHWARTZ et al., 1981) a NEP está envolvida na inativação fisiológica das 

encefalinas e apresenta uma distribuição semelhante àquela do receptor opióide 

OPi (Ô) e OP2 (g), incluindo as áreas envolvidas no controle da dor (MALFROY et 

al., 1978b; ALMENOFF et al., 1981); no pulmão, a NEP tem importante papel na 

inativação da substância P (SHEPPARD et al., 1988; SONT et al., 1997); na 

superfície dos neutrófilos, a NEP provavelmente está envolvida na hidrólise do 

peptídeo quimiotático bacteriano, fMet-Leu-Fen (CONNELY et al., 1985); devido 

sua ação em metabolizar peptídeos liberados durante processos inflamatórios, tais 

como, bradicinina, angiotensina 11, substância P além de outros, foi sugerida sua 

ação no controle nos eventos inflamatórios. A NEP é encontrada nas 

microvilosidades intestinais (DANIELSEN et al., 1980), nos fíbroblastos 

pulmonares (JOHNSON et al., 1985) e cutâneos (SCHULZ et al., 1988), na placenta
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(JOHNSON et al., 1984), no trato genital masculino (ERDOS et al., 1985, ERDOS 

e SKIDGEL, 1989), tecidos vasculares (TAMBUR1N1 et al., 1989) e na membrana 

celular de neutrófilos humanos (CONNELLY et al., 1985; SONT et al., 1997; 

TIKKANEN et al., 1996; ISH1MARU et al., 1997; CASALE et al., 1994), onde é 

idêntica ao antígeno das leucemias linfoblásticas agudas (CALLA, CD 10). A 

colocalização da NEP com placas senis no cérebro de pacientes portadores da 

síndrome de Alzheimer levantou a hipótese do possível envolvimento da NEP na 

degradação da proteína [3-amilóide (SATOH et al., 1991). Recentemente foi 

demonstrado a hidrólise do P-amilóide (fragmento 1-40) em vários sítios (ROQUES 

etal., 1993).

Exemplos de hormônios-peptídeos inativados pela NEP in vivo e in vitro são 

mostrados na tabela 01.

A NEP foi purificada de vários tecidos, tais como rim (KERR e KENNY, 

1974), pituitária (ALMENOFF et al., 1981), cérebro (RELTON et al., 1983) e 

intestino (FULCHER et al., 1983; KENNY e FULCHER, 1983), utilizando 

detergentes para solubilizar essa proteína ligada à membrana. A obtenção de 

grandes quantidades de enzima pura, é de grande interesse para o conhecimento de 

sua estrutura e da sua função. Com esse objetivo, a utilização de substratos 

específicos e seletivos para a NEP é de fundamental importância.
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Tabela 01 - Peptídeos degradados in vivo e in vitro pela NEP.

Peptídeos degradados in vivo e in vitro 
pela Endopeptidase Neutra

-■

in vivo in vitro

Encefalinas

Bradicinina

Substância P

Neurotensina

Peptídeo quimiotático

Gastrina

ANP

Cadeia p da insulina 

a e p-neoendorfinas 

y-endorfina 

Angiotensina I e II 

Neuroquininas A e B 

P-lipotropina 

Neurotensina 

Ocitocina 

Gastrina 

Interleucina 1 P

LHRH
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1.1.ENSAIOS PARA QUANTIFICAR A ATIVIDADE DA 
NEP

Numerosos ensaios enzimáticos baseados na ampla seletividade de substratos 

para a NEP, foram desenvolvidos, sendo divididos em:

(a) Substratos com marcadores radioativos baseados na determinação dos 

tripeptídeos [3H]Tir-Gli-Gli ou [°H]Tir-d-Ala-Gli, liberados pela NEP a 

partir dos substratos [' HJLeu-encefalina e ['H]d-Ala -Leu-encefalina, 

respectivamente (VOGEL e ALTSTEIN, 1977; LLORENS et al., 1982).

(b) Ensaios colorimétricos ou fluorométricos que envolve uma reação de dois 

passos usando substratos como glutaril-Ala-Ala-Fen-2NA (glutaril-AAF- 

2NA) e benzil-Gli-Arg-Arg-Leu-2NA (benzil-GRRL-2NA), catalisada 

seqüencialmente pela NEP e aminopeptidase N, liberando 2NA que pode 

ser quantificada após diazotização (ALMENOFF et al., 1981; 

ALMENOF e ORLOWISK, 1984);

(c) Ensaios fluorimétricos utilizando substratos com apagamento 

intramolecular tais como dansil-dAla-Gli-Fen(pNO2)-Gli [dansil-dAGF- 

(pNO2)-Gli] (FLORENTIN et al., 1984) e dansil-Gli-Fen(pNO2)-|3Ala 

[dansil-GF(pNO2)- pA] (GOUDREAU et al., 1994) os quais são 

degradados pela NEP na ligação Gli-Fen(pNO2) liberando produtos 

fluorescentes.
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Em geral todos esses métodos apresentam algumas desvantagens, tais como, 

demora na realização do ensaio, baixa sensibilidade e freqüentemente é requerido o 

uso de inibidores de outras proteases durante a reação, devido a baixa 

especificidade desses substratos para NEP quando são utilizadas preparações 

membranares (CARVALEIO et al., 1995).

1.2. BIOLOGIA MOLECULAR DA NEP

A estrutura primária completa da endopeptidase neutra foi deduzida a partir 

das seqüências de clones de DNAc de origem humana (MALFROY et al., 1988; 

LETARTE et al., 1988), de coelho (DEVAULT et al., 1987) e de rato (MALFROY 

ei al., 1987). A metalopeptidase é uma proteína constituída de 749 aminoácidos, 

peso molecular em tomo de 100.000 Dalton, apresentando três distintos domínios: 

uma pequena sequência amino terminal citosólica (27 aminoácidos), seguida de um 

domínio hidrofóbico transmembranar (23 aminoácidos) e um longo domínio 

extracelular ou ectodomínio, responsável pela atividade catalítica da enzima 

(DEVAULT et al., 1987) (figura 01). Esses achados são consistentes com as 

sugestões prévias da organização topológica das ectoenzimas como a 

aminopeptidase N (ROQUES et al., 1993).

A NEP apresenta a seqüência His-Glu-Xaa-Xaa-His, característica de outras

distintas metaloproteinases (BENCHETRIT et al., 1988). A NEP é uma

ectopeptidase glicosilada que compartilha algumas semelhanças com a termolisina

(EC 3.4.24.4), uma metalo-endopeptidase bacteriana. Ambas são metaloenzimas,

inibidas pelo mesmo tipo de inibidor, o fosforamidon (DEVAULT et al., 1988;
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SPUNGIN-B1ALIK et al., 1996) e demonstram uma preferência em clivar 

substratos em resíduos aminoácidos hidrofóbicos (ERDOS et al., 1989; ROQUES et 

al., 1993).

A especificidade de substratos da endopeptidase neutra e da termolisina 

(MATTHEWS et al., 1988), demonstra uma forte analogia entre as duas enzimas 

(KERR e KENNY, 1974a; ROQUES e FOURNIÉ-ZALUSKI, 1986). A maioria 

dos importantes aminoácidos presentes no sítio ativo da termolisina são 
coo 

conservados no sítio ativo NEP. Esses aminoácidos incluem: os resíduos de His e 

His387 na NEP, que provavelmente correspondem aos resíduos His142 e His146 

presentes na termolisina, e dois resíduos de aminoácidos essenciais envolvidos na 
catálise, Glu384 e His637 na NEP e os resíduos Glu143 e His na termolisina 

(BEAUMONT e ROQUES, 1986; BATEMAN e HERSH, 1987; DEVAULT et al., 

1987).

O papel de vários aminoácidos, como prováveis resíduos presentes no sítio 

ativo da NEP, foram testados por sítio de mutagênse dirigida, utilizando enzimas 

recombinantes expressadas em células COS-1. A substituição do resíduo Glu384, 

pela Vai384 aboliu completamente a degradação do substrato [4H]Leu-encefalina 

pela enzima mutante. Resultados semelhantes foram encontrados com a 

substituição do Glu384 pelo Asp384 (DEVAULT et al., 1988b). Esses resultados 

levantaram a hipótese de que o resíduo Glu384 na NEP tem importante papel, 

semelhante ao Glu144 na termolisina, o qual provavelmente está envolvido em vários 

passos da hidrólise da ligação peptídica (HANGAUER et al., 1984). Essas 
observações identificaram claramente a importância do resíduo Glu 84 como 

responsável pela atividade catalítica da NEP (DEVAULT et al., 1988b). Foram 

avaliados também o papel de três outros aminoácidos: His , His ' e His , 
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correspondentes a His142, His146 e His231 presentes na termolisina, respectivamente. 

A substituição dos resíduos His383 ou His587 pela Fen383 ou Fen>87, reduziu 

drasticamente a atividade da NEPr, sugerindo que esses dois resíduos são essenciais 

para a catálise. Contrariamente a substituição do resíduo His637 pela Fen637, não 

alterou a atividade da NEP mutante, levando a forte evidência de que o resíduo 
His637 não apresenta papel signifícante na catálise (DEVAULT et al., 1988a). 

Posteriormente ficou demonstrado que o resíduo His704 era essencial para a catálise 

(BATEMAN et al., 1990; KIM et al., 1992a). Experimentos com a substituição do 
Glu646 pela Vai646, levou a perda da atividade da NEP (LE MOUAL et al., 1991).

Vários grupos demonstraram a presença de resíduos Arg no sítio ativo da 

NEP. Estudos de mutagênese direcionada, obtendo-se enzimas mutantes, através da 
substituição da Arg102 pela Glu102 (BATEMAN et al., 1989) e da Arg747 pela Met747 

(BEAUMONT et al., 1991) indicaram que esses dois resíduos têm importante papel 

na ligação com o substrato: a Argl()~ interagindo com o grupo carboxila livre do 

resíduo P’2 (de acordo com a nomenclatura de SCHECHTER e BERGER, 1967) 

(figura 02) de alguns substratos e Arg747 com o grupo carbonil amida do resíduo 

P’i (figura 03). A interação das encefalinas com o sítio catalítico da NEP é ilustrada 

na figura 04.

Comparando os achados estruturais entre NEP e termolisina, as duas enzimas 

apresentam uma preferência em clivar peptídeos em resíduos hidrofóbicos (Fen, 

Leu e Met) (ROQUES et al., 1986).
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Figura 01 - Modelo esquemático da estrutura primária da

NEP.

O domínio intracelular (resíduos 1 a 27) é seguido por um 

domínio hidrofóbico preso à membrana plasmática (resíduo 

28 a 50) seguido de um longo domínio extracelular ou 

ectodomínio.
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Figura 02 - Nomenclatura de SCHECHTER e BERGER, 1967.

Nomenclatura utilizada para descrever a interação entre enzimas e 

substratos. Os resíduos de aminoácidos no substrato são designados 

como Pi, P2, P3 e etc. em direção a extremidade N-terminal e P'i, P'2, 

P'3 e etc. em direção a extremidade C-terminal a partir da ligação a ser 

hidrolisada. Os correspondentes subsítios na enzima são identificados 

pela letra S.
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Figura 03 - Modelo esquemático do sítio catalítico da NEP.

De acordo com esse modelo, os resíduos His383, His?8/ e Glu646 

seriam os ligantes do zinco (DEVAULT et al., 1988a; LE MOUAL 

et al., 1991), a Arg102 interagindo com o grupo carboxila livre do 

resíduo P'2 (de acordo com a nomenclatura de SCHECHTER e 

BERGER, 1967) de alguns substratos e Arg747 com o grupo carbonil 

amida do resíduo P’i.
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Figura 04 - Modelo de interação da encefalina e do tiorfan com o

centro ativo da NEP.
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1.3. INIBIDORES DA NEP

Um papel crucial da NEP a uivei sináptico foi claramente demonstrado pelos 

efeitos analgésicos do tiorfan e retrotiorfan (ROQLTES et al., 1993), inibidores 

altamente potentes dessa enzima (ROQUES et al., 1990) e pela inibição da NEP a 

nível periférico, resultando no aumento dos níveis de ANP plasmático (GROS et al., 

1990).

O primeiro inibidor da NEP a ser identificado foi o fosforamidon 

(UMEZAWA, 1972), um composto de origem bacteriana inicialmente caracterizado 

como inibidor da termolisina (EC 3.4.24.4). Recentes estudos têm demonstrado que 

o fosforamidon também inibe a enzima conversora de endotelina (ECE), uma 

enzima responsável pela formação de endotelina I a partir da big endotelina 

(OPGENORTE1 et al., 1992). A NEP e a ECE podem ser diferenciadas por sua 

resposta ao tiorfan, o qual não inibe a ECE (XU et al., 1994).

Posteriormente, com a caracterização dos principais subsítios e do sítio ativo 

da NEP, os quais são responsáveis pela ligação do substrato e inibidores, foi 

sugerido o modelo do sítio ativo e vários potentes inibidores foram propostos como 

o tiorfan, retrotiorfan, acetorfan, sinorfan, além de outros (ROQUES e FOURNIE- 

ZALUSKI, 1986).

Entre os inibidores da NEP descritos, alguns têm sido utilizados para avaliar 

a participação da peptidase no metabolismo do ANF em estudos pré-clínicos e 

clínicos.
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O desenvolvimento de inibidores sintéticos os quais têm sido empregados 

para estudar as funções fisiológicas da NEP e para o uso clínico através do 

aumento dos níveis de peptídeos endógenos que são substratos para essa 

enzima (ERDOS e SKIGEL et al., 1989; ROQUES et al., 1993; GROS et al., 1989) 

é de grande interesse devido o signifícante envolvimento da NEP em múltiplas 

funções fisiológicas.

A interação das encefalinas e inibidores com o sítio catalítico da NEP é 

mostrado na figura 04.
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2. PEPTÍDEOS DEGRADADOS PELA NEP

2.1 PEPTÍDEOS NATRIURÉTICOS

A demonstração das propriedades diuréticas e natriuréticas de extratos de 

grânulos atriais, estabeleceu a relação destes grânulos atriais com os rins e levou a 

descoberta e isolamento de uma nova classe de peptídeos, sendo o peptídeo 

natriurético atrial o principal representante dessa nova classe (DE BOLD et al., 

1981). O fator natriurético atrial (ANF) é um hormônio peptídeo multifuncional e 

que participa de uma variedade de processos fisiológicos, regulando a homeostase 

cardiovascular ( CANTI e GENEST, 1985, GENEST e CANTI, 1985). As ações 

elicitadas pelo ANF incluem: (a) redução da pressão sangüínea; (b) aumento da 

excreção de sal e água; (c) facilitação da passagem de água do plasma paia o 

interstício e (d) inibição da liberação ou ações de vários hormônios, tais como 

aldosterona, angiotensina I, endotelina, renina e vasopressina (RUSKOAHO, 1992) 

(figura 05).

Inicialmente, o hormônio recebeu várias denominações, incluindo hormônio 

natriurético atrial, substância natriurética atrial, atriopeptin, atrin, auriculin, 

cardiodilatin e cardionatrin. Posteriormente, sua estrutura foi determinada e como se 

descobriu que se Ratava de um peptídeo, ficou sendo denominado peptídeo 

natriurético atrial (ANP).

Todos os peptídeos atriais relacionados à atividade natriurética possuem em 

comum uma estrutura cíclica composta por 17 aminoácidos, fechada por 
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uma ponte dissulfeto entre as duas moléculas de cisteína que iniciam e terminam o 
anel (figura 05).

Outros peptídeos natriuréticos foram descobertos sendo denominados 

peptídeo natriurético cerebral (BNP) (SUDOH et al., 1988a) e peptídeo natriurético 

tipo-C (CNP) (SUDOH, et al., 1990). Em 1993, o grupo do Professor 

FONTELES identificou, no rim perfundido de coelho, uma substância com 

propriedades fannacológicas semelhantes ao ANP, a qual denominaram de Fator 

Natriurético Símile (FNS) (FONTELES et al., 1993). Estudos experimentais 

demonstraram que o FNS reduz a pressão arterial e tem efeito relaxante em aorta de 

coelho, além de diminuir os movimentos pendulares no íleo de coelho (SOUSA, 
1995).

Como outros peptídeos biologicamente ativos, o ANP é originado de um 

precursor comum denominado pré-pró-ANP, constituído de 149 a 153 aminoácidos, 

dependendo da espécie. A sequência do precursor humano consiste de 151 

aminoácidos (NAKAYAMA et al., 1984; OIKAWA et al., 1984; ZlVfN et al., 

1984) contendo em sua extremidade aminoterminal um peptídeo sinal constituído 

de 25 resíduos de aminoácidos. O pré-pró-ANP, ao perder o peptídeo sinal, é 

transformado em uma proteína com 126 aminoácidos denominada pro-ANPl-126 

que constitui a forma predominante de estocagem do ANP no átrio (TANAKA et 

al., 1984; KANGAWA, et al., 1984c; NAKAO et al., 1984; BOLCH et al., 1985; 

LANG et al., 1985) e miócitos ventriculares (DAY et al., 1987, STOCKMANN et 

al., 1988). O pro-ANPl-126 após sinais específicos, é hidrolisado em um fragmento 

N-terminal denominado pro-ANPl-98 (MICHENER et al., 1986) e em hormônio 

peptídeo biologicamente ativo, da extremidade C-terminal, o ANP99 - 126 também 

denominado de ANP1-28, (SCHWARTZ et al., 1985).
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Figura 05 - Sistema hormonal do ANP.

As ações elicitadas pelo ANP incluem: redução da pressão 

sangüínea, aumento da excreção de sal e água, inibição da liberação 

ou ações de vários hormônios, tais como aldosterona, angiotensina I,

endotelina, renina e vasopressina.
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A estrutura em anel é essencial para a atividade biológica do ANP e, 

portanto, é conservada no peptídeo de 28 aminoácidos durante o processamento do 

pró-hormônio.

Uma vez liberado pelos miócitos atriais para circulação sistêmica, o ANP 

interage com receptores presentes em tecidos alvo. Sítios ligantes específicos para o 

ANP foram demonstrados em vários órgãos incluindo o rim, vasos sanguíneos, 

glândula adrenal, pulmões, fígado, intestino e sistema nervoso central.

A nível molecular, o ANP exerce suas ações fisiológicas via aumento das 

concentrações de GMP cíclico intracelular, consequente ao acoplamento do ANP a 

seus receptores. Dois tipos de receptores para o ANP são descritos: os receptores 

acoplados à adenilato ciclase, denominados ANP A, GC-A ou ANP-R1 e ANP B 

ANP-R3 ou GC-B (CH1NKERS e GARBERS, 1991) e o receptor que tem a 

função de clearence, denominado ANPC ou ANP-R2 (MAACK et al., 1987). Os 

receptores tipo ANP A respondem ao ANP e ao BNP (CHANG et al., 1989) de 

forma semelhante. O receptor ANP B é mais seletivo para o CNP que para o ANP 

ou BNP (KOLLER et al., 1991; SUGA et al., 1992). Estudos recentes têm 

demonstrado que os mecanismos de transdução de sinal dos peptídeos natriuréticos 

envolvem a inibição da adenilato ciclase, com redução das concentrações de AMPc 

em vários tecidos alvo (ANAND-SR1VASTAVA e TRACH1TE, 1993; SAVOIE et 

al., 1995). A ativação da fosfolipase C pelo ANP foi observada em tecidos 

vasculares (RESINK et al., 1988), porém um efeito inibitório foi observado no rim 

(BARNETT et al., 1990). O significado da influência do ANP sobre a atividade da 

fosfolipase C necessita ser esclarecido.
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Os receptores ANP C (ANP-R2) também denominadas receptores de 

clearence são largamente distribuídos em vários tecidos ou células e contribuem 

para eliminar o excesso de ANP circulante (MAACK et al., 1987). A interação do 

ANP com esses receptores resulta em uma rápida intemalização por endocitose e 

subsequente liberação para ser hidrolisado pelas peptidases lisosomais (MAACK et 

al., 1987; RATH1NAVELU e 1S0M, 1991).

A identificação do papel do receptor ANPc tem indicado que no mínimo dois 

mecanismos operam na inativação do ANP circulante; um processo de clearence e 

um processo enzimático envolvendo a endopeptidase neutra (NEP, EC 3.4.24.11). A 

incubação do ANP com fração membranar de rim de coelho resultou na hidrólise da 

ligação Cisll)?- Fen106 (ou Cis7 - Fen8) como ilustrado na figura 06 (OLINS et al., 

1987a). No entanto, a contribuição de cada processo no metabolismo do ANP na 

fisiologia e fisiopatologia é extremamente incerta. Compostos seletivos para os 

receptores ANPc impedem o clearence do ANP e consequentemente elevam 

temporariamente os níveis de ANP circulante. Experimentos realizados in vivo, com 

a administração simultânea de compostos seletivos para os receptores ANPc e 

inibidores seletivos para NEP, produziram elevação dos níveis de ANP e essa 

resposta foi mais pronunciada que a administração de cada composto isoladamente 

(CHIU et al., 1991; KUKKONEN et al., 1992). Observou-se que esse efeito não 

persistia por muito tempo sugerindo-se a idéia do envolvimento de outras vias de 

metabolização do ANP circulante, distinta do papel do receptor ANPc e da NEP 

(DELPORTE et al., 1992; CARVALHO et al., 1993).

Os peptídeos natriuréticos estão presentes nas células da granulosa de 

mamíferos, em oócitos e no fluido folicular (KIM et al., 1992; KIM et al., 1993), 

porém o papel fisiológico do ANP nessas localizações ainda permanece 
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desconhecido. A presença de ANP no fluido folicular pode explicar parcialmente 

sua capacidade de induzir a reação acrossômica, em várias espécies (ANDERSON 

et al., 1994). Pesquisas recentes têm sugerido a presença de um receptor 

espermático associada a guanilato ciclase, específico para a atividade 

quimioatraente do ANP (ANDERSON et al., 1995).
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126

Figura 06: Degradação do ANP pela NEP.

A incubação do ANP com fração membranar de rim de coelho 
resultou na hidrólise da ligação Cis105- Fen106 (ou Cis7 - Fen8) (OLINS 

et al., 1987a).
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2.2 BRADICININAS

MAURÍCIO ROCHA E SILVA e colaboradores em 1949 demonstraram 

que a incubação do veneno da Bolhrops jararaca ou tripsina com a fiação 

gíobulina do plasma do cão resultou na formação de uma substância que produzia 

contração lenta do íleo de cobaio isolado. A essa substância foi atribuída a 

denominação de bradicinina (do grego "kinein" significa movimento e "brady" 

significa lento) (ROCHA E SILVA et al., 1949). Na mesma época, uma substância 

liberada de um precursor inativo presente no plasma e que contraia o músculo liso 

íòi denominada de calidina (WERLE e BEREK, 1949).

Subsequentemente vários outros peptídeos relacionados a calidina e a 

bradicinina em suas propriedades famiacológicas foram descobertos no veneno de 

vários insetos e foram denominados bradicininas (SCHACHTER e THAIN, 1954).

As cininas, denominadas bradicinina, Lis-bradicinina (calidina) e Met-Lis- 

bradicinina são liberadas do cininogênio por enzimas formadoras de cininas, as 

cininogenases, também denominadas calicreínas (CARRETERO et al., 1993; 

BHOOLA et al., 1992). As calicreínas constituem duas formas distintas de enzimas 

denominadas: calicreína plasmática e calicreína tissular e que podem ser ativadas 

por diferentes mecanismos. Estão presentes no plasma sendo também encontradas 

em outros tecidos como o pâncreas, glândulas salivares, cólon e pele (BHOOLA et 

al., 1992).
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O precursor da calicreína denominado pré-calicreína é hidrolisado e ativado 

na presença de superfície ativadora de contato ou fator XII (fator de Hageman), uma 

protease comum a cascata da coagulação intrínseca e a cascata das cininas. Em 

contato com superfícies carregadas negativamente como colágeno, membrana basal, 

lipopolissacarídeos bacterianos ou cristais de urato, o fator XII é ativado e converte 

a pré-calicreína em calicreína (MEIYERS et al., 1992). Evidências preliminares 

sugerem que o fator Xlla (fator XII ativado) inicia vários processos envolvidos nas 

defesas do hospedeiro tais como quimiotaxia, aumento da permeabilidade vascular, 

vasodilatação, entre outros, processos esses relacionados com a resposta 

inflamatória.

Os substratos das calicreínas são denominados cininogênio de alto peso 

molecular (110.000 Dalton) e o cinogênio de baixo peso molecular (70.000 Dalton). 

O cininogênio de alto peso molecular é clivado pela calicreína plasmática e tissular 

para liberar bradicinina e calidina respectivamente. O cininogênio de baixo peso 

molecular é o substrato da calicreína tissular formando como produto a calidina 

(CARRETERO et al., 1993).

As diferentes cininas são inativadas rapidamente por peptidases chamadas 

cininases encontradas no sangue, células endoteliais e outros tecidos (CAMPBELL 

et al., 1993). As cininases são divididas em duas famílias: cininase I (Kl) e cininase 

II (KII). A família da Kl é representada pela carboxipeptidase N plasmática (CPN) 

(BHOOLA et al., 1992; ERDOS, 1990) e a carboxipeptidase M (CPM) 

presentes nas membranas celulares (JOHNSON et al., 1984), ambas removem a 
Arg9 carboxitemiinal das moléculas das cininas formando des-Arg;-bradicinina e 

des-ArgI()-calidina . O grupo das Kll inclui a enzima conversora de angiotensina 

(ACE) que remove os resíduos Fenx-Arg9 carboxiterminal e a endopeptidase neutra 
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(NEP) que hidrolisa as ligações Gli4-Fen> e Pro7-Fen8 (LINZ et al., 1993). Duas 

endopeptidases, designadas como cininase A e B foram purificadas do cérebro de 

coelho (CAMARGO et al., 1973; OLIVEIRA et al., 1976). A cininase A, 

recentemente caracterizada das membranas sinápticas do cérebro de rato, como 

metalo-endopeptidase 24.15, cliva a ligação Fen?-Ser(> da bradicinina. A 

cininase B, uma peptidil dipeptidase também identificada nas membranas sinápticas 

do cérebro de rato, hidrolisa a ligação Pro7-Fenx (ORAWSKI e SIMONS, 1989). As 

enzimas envolvidas na inativação da bradicinina são ilustradas na figura 07.

As cininas desempenham importantes funções biológicos através da 

interação com receptores específicos, classificados como BI e B2 (REGOLI e 

BARABE., 1980). Os receptores BI têm uma alta afinidade pela des-Arg;- 

bradicinina e des-Argl0-calidina, metabólitos da Kl, enquanto os receptores B2 

demonstram uma alta afinidade pela bradicinina e calidina (BURCH e KYLE., 

1992). Ao interagir com os receptores B2 acoplados a proteína G, a bradicinina 

promove através da estimulação da fosfolipase A2 e C, aumento da concentração do 

cálcio citosólico (BUSSE e LAMOTAGNE., 1991) com formação de 

prostaglandinas e óxido nítrico, potentes vasodilatadores.

As cininas estão envolvidas em vários processos fisiológicos e 

fisiopatológicos, no entanto, a mais importante função das cininas é o seu papel nas 

respostas inflamatórias. Participam na regulação da pressão sanguínea, afetam a 

composição e o volume de urina, produzem broncoconstrição, modulam o 

metabolismo de glicose, regulam o fluxo sangüíneo de várias glândulas exócrinas 

influenciando desta maneira suas secreções e estão envolvidas nas funções 

reprodutivas; nas desordens inflamatórias as cininas causam vasodilatação e 

aumento da permeabilidade capilar resultando em edema local.
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PROLINA ENDOPEPT1DASE
AMINOPEPT1DASE 24.15 ACE

NEP NEP CPN
CPM

Figura 07 - Enzimas envolvidas na inativação da bradicinina.

A CPN (ERDOS, 1979; ERDOS, 1990) e a CPM (JOHNSON et al., 

1984), removem a Arg9 carboxiterminal da bradicinina formando des- 
Arg’-bradicinina. A ACE remove os resíduos Fen8-Arg9 

carboxiterminal e a NEP hidrolisa as ligações Gli4-Fen3 e Pro7-Fen8 

(LINZ et al., 1993). A metaloendopeptidase 24.15, cliva a ligação 

Fen^-Ser6 da bradicinina (ORAWSK1 e S1MONS, 1989).
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2.3 ANGIOTENS8NAS

Angiotensina II um produto do sistema renina-angiotensma é um 

octapeptídeo vasoativo gerada pela clivagem de um grande precursor, o 

angiotensinogênio, pela renina (R10RDAN, 1995; LEE et al., 1995; URATA, et al., 

1995). Desempenha importante papel na regulação da pressão sistêmica e no 

equilíbrio hidroeletrolítico. Os fatores que reduzem a concentração de sódio no 

túbulo distai, que diminuem a pressão de perfusão renal ou que restringem o volume 

sanguíneo atuam como estímulos para a secreção de renina.

A renina, uma aspartil protease, é um importante modulador da pressão 

sanguínea em humanos e está presente na circulação não somente na sua forma 

ativa, mas também como um precursor inativo, denominado de pró-renina 

(MERCURE et al., 1995). A pró-renina é sintetizada como uma pró-enzima 

constituída de 406 aminoácidos e ao ser ativada são removidos 43 aminoácidos paia 

formar renina. Acredita-se que o segmento de 43 aminoácidos removidos por uma 

atividade desconhecida, seja o responsável pelo bloqueio do acesso do substrato da 

enina ao sítio ativo da enzima (MERCURE et al., 1995).

Na circulação, a renina atua sobre seu substrato denominado

angiotensinogênio, uma globulina sintetizado no fígado formando o decapeptideo

angiotensina I. Ao passar na circulação pulmonar a angiotensina I é convertida em

angiotensina II por ação da enzima conversora de angiotensina (ACE). A

angiotensina II pode ainda ser convertida por uma aminopeptidase a angiotensina

ÍII, a qual apresenta também atividade biológica, porém seu papel fisiológico é

desconhecido.
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As principais funções da angiotensina 11 incluem, vasoconstrição e a 

secreção de aldosterona do córtex da supra renal, resultando em retenção de sódio e 

água e conseqüente aumento da pressão arterial. Além desses efeitos, a ativação dos 

receptores da angiotensina está relacionada a estimulação ou modulação do 

crescimento celular, especialmente das células musculares cardíacas e vasculares 

(OWENS, 1985).

Os efeitos da angiotensina II são exercidos através de receptores específicos 

na superfície das células designados receptores ATI e AT2 (SASAKI et al., 1991; 

MUKOYAMA et al., 1993; BUMPUS et al., 1991). A estimulação desses 

receptores leva a ativação da fosfolipase C, resultando no aumento das 

concentrações de cálcio intracelular. Em alguns tipos de células a ativação desses 

receptores resulta em inibição da adenilciclase (PEACH, 1981).

Dos componentes do sistema renina-angiotensina o interesse clínico está 

direcionado aos inibidores deste sistema. Sob este aspecto, os inibidores da enzima 

conversora de angiotensina (ACE) são bastante utilizados na terapia, e muitos 

antagonistas não-peptídicos do receptor da angiotensina II encontram-se em fase de 

desenvolvimento clínico, sendo o losartan o primeiro agente disponível para uso 

clínico. Dentre os inibidores da ACE, o captopril mostrou-se eficaz por via oral 

sendo portanto, considerado o mais ativo (CUSHMAN et al., 1977). Posteriormente 

outros inbidores foram sintetizados sendo denominados enalapril, enalaprilato, 

lisinopril, benazepril, fosinopril, quinapril, ramipril, espirapril e moexipril. Esses 

agentes desempenham importante papel no tratamento de doenças cardiovasculares.



Revisão da Literatura 28

A enzima conversora de angiotensina (ACE) e a NEP, duas 

metalopeptidases, são responsáveis pela formação da angiotensina II e pela 

degradação do ANP, respectivamente, e assim exercem papel crítico no 

metabolismo de hormônios peptídicos que apresentam essencialmente ações opostas 

na regulação dos eventos cardi o vasculares. Com o objetivo de atuar nos dois 

sistemas simultaneamente, foram desenvolvidos inibidores duplos da ACE e da 

NEP, denominados glicoprilat e alatríoprilat. Estudos in vitro demonstraram que as 

duas combinações inibem a atividade da ACE e da NEP. A elevada potência dessas 

drogas é atribuída a interação com o subsítio Sj da ACE e com o anel aromático do 

subsítio S’, da NEP (GROS et al., 1991; BRALET et al., 1994).
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3. OS PEPTÍDEOS OPIÓIDES

Foi a partir da demonstração de sítios ligantes estereoespecíficos para a 

morfina e seus derivados, em cérebro de mamíferos (PER.T e SNYDER, 1973; 

SíMON et al., 1973; TERENIUS, 1973), que a pesquisa no campo dos opióides 

tomou grande impulso. A existência dessas moléculas ligantes específicas para 

morfina e seus derivados levantou a hipótese da ocorrência de compostos 

endógenos no sistema nervoso central que, ao se ligarem a esses receptores, 

apresentassem ações morfina-símile. Essa hipótese foi confirmada em 1975 pelo 

grupo de KOSTER.L1TZ e HUGHES que purificaram e caracterizaram, utilizando 

extrato de cérebro de porco, dois pentapeptídeos com grande afinidade pelos 

receptores opióides, com a seguinte seqüência de aminoácidos: (a) tirosina-glicina- 

glicina-fenilalanina-metionina (Tir-Gli-Gli-Fen-Met) e (b) tirosina-glicina-glicina- 

fenilalanina-leucina (Tir-Gli-Gli-Fen-Leu), peptídeos que foram denominados, 

respectivamente, [MefiJ-encefalina e [Leu5]-encefalina (HUGHES et al., 1975). O 

grupo de Li e Chung, na mesma época, isolou da hipófíse de camelo um outro 

peptídeo opióide de 31 aminoácidos denominado de p-endorfina, que possuía em 

sua extremidade aminoterminal a seqüência da [MeEj-encefalina (LI e CHUNG, 

1976). A p-endorfina apresenta a mesma seqüência de aminoácidos 61 a 91 da beta- 

lipotropina (p-LPH), precursor hormonal presente na hipófise anterior que contém 

também a seqüência do hormônio adrenocorticotrofico (ACTH).

Posteriormente, vários outros peptídeos possuindo a seqüência da [Met3]- 

encefalina ou a [Leu3]-encefalina em sua estrutura foram descobertos. 

Atualmente já é bem conhecido que todos os peptídeos opióides contém a seqüência
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da [Met3]-encefalina ou da [Leu^-encefalina em sua extremidade aminoterminal 

(figura 08) e que três distintas famílias desses peptídeos pró-encefalina, 

pró-dinorfina e pró-opiomelanocortina estão presentes em diferentes sistemas 

neuronais dentro do sistema nervoso central. Com o avanço das técnicas de 

genética molecular ficou demonstrado que cada família de peptídeos opióides é 

derivada de três precursores distintos com distribuição anatômica característica. 

Esses precursores são designados como pró-encefalina, pró-opiomelanocortina e 

pró-dinorfina (figura 08). A estrutura dos genes que codificam esses precursores 

são semelhantes, sugerindo portanto a hipótese de um gene ancestral comum.

Apesar dos peptídeos opióides endógenos atuarem como neurotransmissores, 

moduladores da neurotransmissão ou neuro-hormônios, o significado fisiológico da 

grande diversidade desses peptídeos ainda permanece desconhecido devido sua 

fi eqüente coexistência com outros neurotransmissores, em um mesmo neurônio.

3.1 FAM ÍLIA DOS PEPTÍDEOS OPIÓIDES
ENDÓGENOS

Os vários peptídeos opióides são derivados de três precursores biossintéticos

e são portanto classificados em três distintos grupos: pré-pró-

opiomelanocortina, pré-pró-encefalina A e pré-pró-encefalina B. A estrutura

primária dessas proteínas precursoras em várias espécies foram deduzidas através

das técnicas de DNA recombinante. Através desta técnica foi possível determinai’ a
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sequência de nucleotídeos o que levou a elucidação da sequência de aminoácidos 

dessas proteínas precursoras.

Na pele das rãs da família Phyllomedu sincte, os peptídeos opióides estão 

presentes e do ponto de vista estrutural representam os únicos peptídeos isolados de 

tecidos de vertebrados que contêm um D-enantiômero em substituição ao isômero 

normal (L-aminoácido) (DHAWAN et al., 1996; CAMARÃO, 1995). Esses 

peptídeos são denominados dermorfinas A, B e C (ERSPAMER et al., 1989; 

LAZARUS et al., 1994); e deltorfinas B e C (RICHTER et al., 1990).

3.1.1.PRÉ-PRÓ-OPIOMELANOCORTINA

A pré-pró-opiomelanocortina (PRÉ-POMC) também designada precursor da 

corticotropina-(3-lipotropina (ACTH-J3-LPH) foi a primeira proteína precursora 

dessa família a ter sua estrutura conhecida, a qual foi determinada do lobo 

intermediário da hipófise bovina (ROBERTS e HERBERT, 1977; NAKANISH1 et 

al., 1979). Posteriormente, a estrutura primária da pré-pró-opiomelanocortina 

humana foi deduzida através das mesmas técnicas de DNA recombinante 

( TAKAFIASHI et al., 1981; COCHET et al., 1982; WHITFELD et al., 1982). A 

pré-pró-opiomelanocortina é uma macromolécula constituída de 265 aminoácidos, 

incluindo o peptídeo sinal de 26 aminoácidos (resíduos 1-26). Ao perder o seu 

peptídeo sinal, a pré-pró-opiomelanocortina transforma-se em pró- 

opiomelanocortina, uma proteína de 241 aminoácidos, produzida no sistema 

nervoso central, essencialmente nos lobos anterior e intermediário da hipófise. 

Porém, nessas localizações, o processamento da POMC origina diferentes peptídeos
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(CIVELLI et al., 1984), apesar da seqüência desse pró-hormônio ser idêntica nessas 

duas localizações da hipófise (figura 09).

A maturação da POMC no lobo anterior da hipófise origina um fragmento 

de 16 resíduos com extremidade aminoterminal glicosilada, um peptídeo de 

junção (JP), o hormônio adrenocorticotrófíco (ACTH) e a beta-lipotropina (p- 

LPH). Cerca de 50% da p-LPH, é processada originando a gama-lipotropina (y- 

LPH) e beta-endorfma (P-endorfina). Na seqüência do ACTH estão presentes: alfa- 

melanotropina (a-MSH) e peptídeo do lobo intermediário corticotropina símile 

(CLIP).

Dentro da molécula da beta-lipotropina (p-LPH), existe a seqüência de 

aminoácidos da beta-endorfma (p-endorfina) (LI & CHUNG, 1976), da beta- 

melanotropina (P-MSH) e gama-lipotropina (y-LPH). Apesar de todos esses 

fragmentos serem encontrados em espécies que apresentam desenvolvimento de um 

lobo intermediário (ex. no rato), eles não são secretados como hormônios separados 

em humanos.

No lobo intermediário da hipófise, as clivagens proteolíticas iniciais parecem 

semelhantes às do lobo anterior, mas além disso, a maturação da pró- 

opiomelanocortina atinge um estágio mais avançado, originando peptídeos menores. 

O fragmento de 16 resíduos origina o gama-melanotropina (y-MSH); o hormônio 

adrenocorticotrófíco (ACTH) é processado dando origem ao alfa-melanotropina (a- 

MSH) e um fragmento denominado de peptídeo do lobo intermediário 

corticotropina símile (CLIP); a beta-lipotropina (P-LPH) é inteiramente processada 

em gama-lipotropina (y-LPH) e várias formas de p-endorfina com diferentes 

números de resíduos aminoácidos; a gama-lipotropina (y-LPH) origina o beta- 
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melanotropina (p-MSH). A descoberta inicial de que a seqüência da [Met]- 

encefalina é idêntica à seqüência aminoterminal da p-endorfina além aparente 

potência elevada da p-endorfina, levou alguns investigadores a sugerir que a P- 

endorfina seria o precursor desse peptídeo.

Esta hipótese foi descartada pelas seguintes evidências: a) a [Leu’]- 

encefalina não estava contida na cadeia peptídica da P-LPH; b) a [MeriJ-encefalina 

presente na extremidade aminoterminal da p-LPH não era seguida de um par de 

aminoácidos básicos, requerimento essencial para a proteólise enzimática; c) através 

de estudos imunohistoquímicos ficou demonstrado que a distribuição das 

encefalinas não era paralela à da p-endorfina (BLOOM et al., 1978); d) a p- 

endorfina possuía atividade maior que da encefalina.

No sistema nervoso central, a maturação da POMC é semelhante aquela 

presente no lobo intermediário da hipófíse.

Fica evidente portanto que a função fisiológica do lobo anterior e do lobo 

intermediário da hipófíse é diferenciada, uma vez que o lobo intermediário não 

produz ACTH e p-LPH íntegra, mas o processamento da POMC nessa área resulta 

em vários hormônios melanócitos estimulantes e P-endorfina de diferentes 

tamanhos. A maturação da POMC produz um único peptídeo opióide representado 

pela p-endorfina e que, apesar de conter na sua extremidade aminoterminal a 

seqüência da [Met3]-encefalina, não é o precursor desse peptídeo.
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■=> PETIDEOS DERIVADOS DA PRO-OPIOMELANOCORTINA
P-endorfina (humana):
Tir-Gli-GIi-Fen-Met-Thr-Ser-Gki-Lis-Ser-Gln-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu- 
Fen-Lis-Asn-Ala-Ile-lle-Lis-Asn-Ala-Tir-Lis-Lis-Glu
p-endorfina (1-27):
Tir-Gli-Gli-Fen-Met-Thr-Ser-Glu-Lis-Ser-Gln-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu- 
Fen-Lis-Asn-Ala-Ile-Ile-Lis-Asn-Ala-Tir
P-endorfina (1-26):
Tir-GIi-Gli-Fen-Met-Thr-Ser-Glu-Lis-Ser-GIn-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu- 
Fen-Lis-Asn-Ala-Ile-Ile-Lis-Asn-Ala
a-endorfina: P-endorfina (1-16): 
Tir-Gli-Gli-Fen-Met-Tlir-Ser-Glu-Lis-Ser-Gln-Thr-Pro-Leu-Val-Thr 
y-endorfina: P-endorfina (1-17): 
Tir-GIi-Gli-Fen-Met-Thr-Ser-Glu-Lis-Ser-GIn-Thr-Pro

PEPTÍDEOS DERIVADOS DA PRÓ-ENCEFAL1NA (PRÓ-ENCEFALIN A A)
Leu-encefalina:
Tir-Gli-Gli-Fen-Leu
Met-encefalina:
Tir-Gli-Gli-Fen-Met
Heptapeptídeo:
Tir-Gli-Gli-Fen-Met-Arg-Fen
Octapeptídeo:
Tir-GIi-Gli-Fen-Met-Arg-Gli-Leu

PEPTÍDEOS DERIVADOS DA PRÓ-DINORFINA (PRÓ-ENCEFAL1NA B)
Dinorfina A (1-17):
Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-Arg-Arg-lle-Arg-Pro-Lis-Leu-Lis-Trp-Asp-Asn-Gln
Dinorfina A (1-8):
Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-Arg-Arg-lle
Dinorfina A ou Rimorfina:
Tir-Gli-Gli-Fen-Leu- Arg- Arg-Gln-Fen-Lis-Val-Vai-Thr
a-Neo-endorfina:
Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-Arg-Lis-Tir-Pro-Lis
P-Neo-endorfina 
Tir-Gli-Gli-Fen-Leu-Arg-Lis-Tir-Pro

Figura 08 - Sequência de aminoácidos dos principais peptídeos opióides

derivados de três distintas proteínas precursoras. A seqüência da [Met5]-

encefalina ou da [Leu5]-encefalina presente em cada peptídeo estão em

vermelho.



Revisão da Literatura 35

EXON 3
(833pb)

Intron B
(2,9 Kpb

EXON 2
(152pb)

Intron A
(3,7 kpb)

EXON 1

í •164b AAA

i GENE

RNAm
”*(1072b)

P - LPHACTHFRAGMENTO 16k

Lobo Anterior 
da Hipófíse

p - MSH p •• END e
Sistema 
Nervoso

Cisteína
H M = Met - encefalina

Sítio de glicolisação

Figura 09 - Biossíntese e maturação da pró-opiomelanocortina.



Revisão da Literatura 36

3.1.2. PRÉ-PRÓ-DINORFINA

Na mesma época da descoberta das encefalinas, um outro peptídeo opióide 

distinto da P-endorfina foi descoberto da hipófise de porco e denominado dinorfina 

(COX et al., 1975; GOLDSTEIN et al., 1979; GOLDSTEIN et al., 1981). Após 

purificação por meio de técnicas bioquímicas clássicas, verificou-se que esse 

peptídeo continha 17 aminoácidos, com a seqüência da leu-encefalina em sua 

extremidade aminoterminal, sendo portanto, um dos primeiros peptídeos 

relacionados a [Leu3]-encefalina a ser caracterizado. Em seguida, foram igualmente 

purificados (GOLDSTEIN, 1984) a alfa-neo-endorfina (cx-neo-endorfina), beta-neo- 

endorfina (p-neo-endorfina) e a dinorfina B, também denominada rimorfina. Todos 

esses peptídeos contêm a seqüência da [Leud]-encefalina seguida de dois resíduos 

de aminoácidos básicos (arginina-arginina ou arginina-lisina) e isto os tomava 

candidatos em potencial a precursores da [Leu"]-encefalina (PATEY e ROSSIER, 

1986).

Em 1982, através de técnicas de DNA recombinante, (KAKIDANI et al., 

1982) a seqüência da pré-pro-dinorfina ou pré-pro-encefalina B, foi determinada a 

partir da hipófise de porco, tratando-se de uma proteína semelhante à pró- 

opiomelanocortina, constituída de 256 aminoácidos incluindo o peptídeo sinal. 

Através de processamento proteolítico origina a pro-dinorfina ou pro-encefalina B, 

uma proteína de 234 aminoácidos. A pré-pro-encefalina B bovina contém em sua 

estrutura a seqüência da neo-endorfma (cc-neo-endorfina, P-neo-endorfina) e 

dinorfina, portanto representando o precursor comum desses peptídeos opióides.

Os peptídeos biologicamente ativos, oriundos da pró-dinorfina estão 

agrupados na extremidade carboxiterminal na molécula precursora: a a-neo- 
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endorfina e p-neo-endorfina estão separadas da dinorfina A e dinorfina B por 

peptídeo inativo (figura 10).

No lobo anterior da hipófise, as enzimas proteolíticas clivam a pro-dinorfina 

em um peptídeo de 6000 Dalton contendo a dinorfina A, a dinorfina B e a 

extremidade carboxiterminal da pro-dinorfina.

Na neurohipófise e sistema nervoso central, os peptídeos liberados da 

pro-dinorfina estão presentes dentro dos mesmos neurônios que expressa 

vasopressina. A liberação local de vasopressina (VP) e dinorfina pode exercer um 

efeito inibitório parácrino direto sobre a liberação de ocitocina. Condições de 

estresse tais como medo, raiva ou desidratação, induzem aumento da liberação de 

vasopressina-dinorfína, conseqüentemente inibindo a secreção de ocitocina via 

receptor k presente nas terminações nervosas que expressam ocitocina, como 

demonstrado em ratas (ZAMIR et al., 1985; SUMMY-LONG, 1990). Admite-se 

que a co-liberação do neuromodulador (dinorfina) com o neurohormônio 

(vasopressina) pode atenuar a liberação de ocitocina.

Os peptídeos derivados da pró-dinorfina estão distribuídos através do sistema 

nervoso central e tecidos periféricos, provavelmente refletindo a complexidade de 

suas funções fisiológicas.
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J.1.3. PRÉ-PRÓ-ENCEFALINA

Em 1978, o grupo de HÕKFELT demonstrou que o precursor das encefalinas 

se encontrava nas células cromafíns da medula supra-renal de certos mamíferos 

(SCHULTZBERG et al., 1978). A partir de então, inúmeros peptídeos opióides 

fosam purificados dessa glândula, incluindo encefalinas (LEWIS et al., 1979; 

STERN et al., 1980) e polipeptídeos contendo encefalinas (LEWIS et al., 1980; 

KIMURA et al., 1980; M1ZUNO et al., 1980). Posteriormente, ficou estabelecido 

que todos os peptídeos opióides purificados dessa glândula estão presentes na 

seqüência de uma macromolécula precursora (UNDERFRIEND e KILPATRICK, 

1983).

As técnicas de genética molecular que permitiram deduzir a seqüência da 

pré-pro-dinorfina foram fimdamentalmente as mesmas utilizadas para clonagem da 

pré-pro-encefalina ou pré-pro-encefalina A. Utilizando essas técnicas, a seqüência 

de nucleotídeos da pré-pro-encefalina presente na glândula adrenal bovina foi 

deduzida (NODA et al., 1982a; GUBLER et al., 1982). Na mesma época a 

seqüência da pró-encefalina humana foi determinada da medula adrenal (NODA 

et al., 1982b; COMB et al., 1982 a e b).

A pré-pro-encefalina A bovina é composta de 263 aminoácidos e contém

quatro cópias de [Mefi]-encefalina e uma cópia de: [Leu^encefalina, [Met ]-
encefalina-Arg6-Fen7 (STERN et al., 1979) e [Met5]-encefalina-Arg6-Gli7-Leus

(STERN et al., 1979, KILPATRICK et al., 1981a). As mesmas cópias de peptídeos

opióides são também encontradas na seqüência da pré-pro-encefalina A humana

(COMB et al., 1982a; NODA et al., 1982b), demonstrando a elevada homologia

entre as duas macromoléculas. Peptídeos maiores contendo em sua seqüência os
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pentapeptídeos [MeriJ-encefalina e [Leu5]-encefalina são encontrados também no 

precursor. Esses peptídeos são denominados: peptídeo F (JONES et al., 1980), 

peptídeo 1 (STERN et al., 1981), peptídeo E (KILPATRICK et al., 1981b), BAM- 

22P (MIZUNO et al., 1980b), BAM 20P, BAM 12P (MIZUNO et al., 1980a) e 

peptídeo B (STERN et al., 1981).

A maturação da pré-pro-encefalina A no sistema nervoso central produz 

quatro cópias de [MeriJ-encefalina, uma cópia de [Leu^J-encefalina, o heptapeptídeo 
[Merij-encefalina-Arg^Fen7 e o octapeptídeo [Met']-encefalina-Arg6-Gli7-Leu8. Na 

medula da supra-renal, a maturação da pré-pró-encefalina origina os mesmos 

peptídeos produzidos no sistema nervoso central além de outros peptídeos contendo 

encefalinas tais como, BAM-12P, BAM-20P, BAM-22P, peptídeos B, I, E e F 

(figura 11).
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4.FUNÇÕES FISIOLÓGICAS DOS PEPTÍDEOS
OPIÓIDES

O mecanismo de analgesia opióide a nível periférico e central não são 

completamente conhecidos. Os receptores opióides exercem seus efeitos por atuarem 

na proteína G acoplada a sistemas efetores, tais como, canais iônicos e segundos 

mensageiros. As encefalinas ao serem liberadas do intemeurônio, interagem com 

receptores opióides presentes no botão terminal do neurônio sensorial nociceptivo. O 

acoplamento dos receptores opióides à proteína G inibitória (Gi) causa inibição da 

adenilciclase, reduzindo o nível intracelular de AMPc (adenosina monofosfato 

cíclico), um segundo mensageiro, resultando na inibição de uma proteína quinase 

dependente de AMPc. Como conseqüência ocorre uma hiperpolarização por aumento 

da condutância ao potássio para o interior da célula. Dessa maneira, a informação da 

sensação dolorosa seria bloqueada antes de chegar ao nível cortical.

Os peptídeos opióides produzem seus efeitos fisiológicos através de sua 

interação com distintos receptores denominados: Mu (p), Kappa (k), Sigma (cr) 

(MARTIN et al., 1976) e Delta (6) (LORD et al., 1977). Outros receptores para o 

sistema opióide foram sugeridos e denominados: Epsilon (s) (WUSTER et al., 

1979), zeta (Q (ZAGON et al., 1991) e receptor lambda (X) (GREVEL et al., 1985). 

Recentemente a International Union of Pharmamacology (1UPHAR)

Committee on Receptor and Drug Classification sugeriu uma nova nomenclatura

para os receptores opióides baseada na ordem cronológica referente à

demonstração formal da existência desses receptores pela clonagem e
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sequenciamento (VANHOUTTE et al., 1996). De acordo com a nova 

nomenclatura os receptores nos quais todos os opióides atuam como agonistas são 

designados OP.

Como o receptor delta (6) foi o primeiro a ser clonado (EVANS et al., 

1992) foi designado de OP]. Os receptores Kapa (k) e Mu (p) clonados 

posteriormente (K1EFFER et al., 1995; SATOH e MINAMI, 1995) receberam a 

denominação de receptores OP2 e OP3, respectivamente. A existência de subtipos 

dos receptores opióides é uma hipótese a ser esclarecida (VANHOUTTE et al., 

1996).

A maioria das drogas utilizadas clinicamente são relativamente mais 

seletivas para os receptores OP3 (p). Os receptores OP3 (p) são mais seletivos para 

p-endorfina, dinorfina A e [Meri]-encefalina. A ativação dos receptores OP3 (p) 

produz analgesia, depressão respiratória e da motilidade gastrointestinal, miose e 

euforia; os receptores OP2 (k), são mais seletivos para as dinorfinas, estão 

envolvidos com analgesia, miose e sedação; os receptores OP] (6) são mais 

seletivos para encefalinas. Foi demonstrado recentemente que a estimulação do 

receptor opióide OP] (ô) leva a ativação da fosfolipase C, assim como inibição ou 

estimulação de distintas isoformas de adenilciclase (CHAN et al., 1995).

Como verdadeiros hormônios da adenohipófise, os opióides endógenos

estão em íntima correlação com o sistema endócrino. Os peptídeos opióides

endógenos gerados na hipófise anterior inibe a secreção de gonadotrofinas por

suprimir a liberação hipotalâmica do hormônio liberador de gonadotrofinas

(GnRH) (SHOUP et al., 1985). Os principais opióides que afetam a liberação de

GnRH são P-endorfina e dinorfina. Trabalhos recentes têm sugeridos que os
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peptídeos opióides endógenos estão envolvidos no controle local da função 

testicular. As células de Leydig sintetizam e secretam P-endorfina e dinorfinas os 

quais atuam em sítios ligantes específicos na membrana das células de Sertoli. 

Acredita-se que esses peptídeos opióides presentes no testículo podem atuar como 

moduladores da função intragonadal (BOITANI et al., 1989).

Atualmente, já está estabelecido o envolvimento dos peptídeos opióides na 

modulação do sistema imune O sistema neuroendócrino e o sistema imune estão 

intimamente relacionados e a interação entre esses dois sistemas ocorre de forma 

bidirecional. No sistema nervoso central, um dos alvos do sistema imune é o 

astrócito. Essas células gliais estimuladas pela interleucina l-£ sintetizam peptídeos 

opióides da família da pró-encefalina e aumentam expressão do receptor opióide 

OP3 (p.) (RUZ1CKA et al., 1996). Existe forte evidência do envolvimento da p- 

endorfma na patogênese das doenças autoimunes. Há relatos de que o aumento da 

produção de citocinas em desordens imunoinflamatórias induz produção de p- 

endorfinas pela pituitária e pelos linfócitos; a elevação dos níveis de P-endorfina 

causa inibição dos linfócitos T-helper e ativação das células natural killer com 

supressão da função dos linfócitos B. A p-endorfina exercería efeitos inibitórios 

diretos na produção de anticorpos. Diante dessas observações, postulou-se a 

hipótese de que nas desordens autoimunes, 0 aumento dos níveis de citocinas, via 

estimulação da produção de p-endorfinas, pode exercer um efeito de feed back 

negativo na produção de anticorpos e potencialização da produção de 

autoanticorpos (MORCH e PEDERSEN, 1995). Os peptídeos opióides têm sido 

empregados no tratamento de algumas desordens imunológicas. Em pacientes 

portadores da síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS), a Met-encefalina 

foi utilizada experimentalmente na terapêutica por produzir aumento das células
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T-heiper, ativar as células T e linfócitos B (PLOTNIKOFF et al., 1986). Os 

peptídeos opióides são considerados, portanto, moduladores do sistema imune 

através da regulação da função das células imunocompetentes (RUZICKA et al., 

1996).
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5.ENVOLVIMENTO  DA ENDOPEPTIDASE 

NEUTRA (NEP) NO METABOLISMO DOS 
PEPTÍDEOS OPIÓIDES

Estudos têm indicado que a NEP é uma enzima chave na homeostase dos 

peptídeos opióides [Met ]-encefalina e [Leu5]-encefalina no cérebro de mamíferos 

(iVÍALFROY et al., 1978b; ALMENOFF et al., 1981; MATSAS et al., 1984).

Várias evidências têm indicado que a atividade que hidrolisa a ligação Gli3-Fen4 

dos peptídeos opióides [Met5]-encefalina e [Leuj-encefalina, pode ser responsável 

pela inativação fisiológica desses pentapeptídeos. Essa atividade capaz de hidrolisar 

a ligação Gli’-Fen4, foi atribuída a NEP (HERSH, 1984). Essa convicção é baseada 

nas seguintes observações: a) os produtos resultantes da hidrólise das encefalinas 

são metabólitos biologicamente inativos, b) o aumento da potência biológica de 

vários análogos sintéticos das encefalinas, pode ser explicado pela resistência desses 

peptídeos sintéticos à NEP c) a administração de tiorfan, um inibidor seletivo da 

NEP, resultou em um efeito antinociceptivo dependente do naloxone, o qual foi 

provavelmente devido a proteção das encefalinas endógenas da ação da NEP 

(ROQUES et al., 1980).

O maior metabólito da [MefJ-encefalina em preparações in vivo e in vitro de

cérebro de rato foi o tripeptídeo Tir-Gli-Gli (CRAVES et al., 1978; MALFROY et

al., 1978). Estudos mostraram que o inibidor da NEP, tiorfan, quando adicionado

em preparações de cérebro, causava aumento da liberação de encefalinas (ROQUES

et al., 1993). Todos esses estudos demonstram a importância da NEP no

metabolismo das encefalinas.



Revisão da Literatura 47

Apesar dos peptídeos opióides serem bons substratos para NEP, alguns 

como por exemplo, as dinorfinas, p-endorfinas, a e p-neoendorfinas, são pouco 

degradados por essa enzima. Todos esses eles apresentam a sequência da [Met5]- 

encefalina ou [Leu3]-encefalina, considerados bons substratos para NEP, na 

extremidade aminoterminal. Porém, por razões ainda desconhecidas dinorfínai.9, 

dinorfina].13, p-endorfina, ct-neo-endorfina e p-neo-endorfína são considerados 

pobres substratos para NEP. Acredita-se que, por razões conformacionais as 

ligações peptídicas alvo, seriam protegidas da ação da NEP (ROQUES et al., 1993; 

HUPE-SODMANN et al., 1995).
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1. Esclarecer o envolvimento da endopeptidase neutra (NEP, 

EC 3.4.24.11, Neprilisina, Encefalinase) na degradação 

fisiológica dos peptídeos opióides endógenos.

2. Desenvolver novos ensaios para quantificação da atividade 

catalítica da NEP com rapidez, alta sensibilidade e elevada 

especificidade.
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3.1. Fonte de Enzimas

Uma forma solúvel recombinante de NEP (NEPr) (LEMAY et al., 1989; 

FOSSIEZ et al., 1992) foi cedida gentilmente pelo Professor GUI BOILEAU do 

Départment de Biochimie, Faculté de Medicine, Université de Montréal, Montréal, 

C anadá.

Frações membranares cruas foram obtidas de placenta, membrana amniótica 

e cordão umbilical de 6 pacientes da clínica obstétrica da Matemidade-Escola Assis 

Chateaubriand do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Ceará. 

As pacientes foram submetidas a cesareana eletiva por cesárea anterior (sem 

patologias clínicas e/ou obstétricas prévias).

Frações membranares emas, foram obtidas de cérebro, pulmão e rim de 

tecidos de ratos wistar oriundos do biotério do Departamento de Fisiologia e 

armacologia. do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Ceará.

As amostras de sêmen foram obtidas de pacientes do Serviço de Reprodução 

Humana da Matemidade-Escola Assis Chateaubriand do Centro de Ciências da 

Saúde da Universidade Federal do Ceará. Essas amostras eram destinadas à 

avaliação da infertilidade conjugal.

Enzima conversora de angiotensina foi purificada do soro de coelho como 

previamente descrito (DORER et al., 1970).



Material 50

3.2. Reagentes

Acetonitrila - Acetonitrile for HPLC'

ERBA - Reagenti - Montedeson Group

Ácido Acético P.A. - E. Merck, Darmsdatt

Ácido Clorídrico P.A. - Merck, Ind. Brasileira

Ácido Tricloroacético P.A. - E. Merck, Darmsdatt

Albumina Bovina - Milles Laboratories Inc. USA

Blue Dextran - Pharmacie Filie Chemicals, Upalla, Suécia

Comasie Blue, lote 18C-032, n~ BI 131, Sigma

DEAE-cellulose - (DE-52) microganular, lote 245243, Whatman, 

Maisdatone, England

Etanol P.A. - Merck, Ind. Brasileira

Tris-liidroxi-metil-aminometano - E. Merck, Darmsdatt

3.3. Peptídeos Fluorogênico$

Os peptídeos foram gentilmente cedidos pelo PROFESSOR LUIZ JULIANO 

do Departamento de Biofísica da Escola Paulista de Medicina da Universidade 

Federal de São Paulo. A lista abaixo representa os peptídeos sintetizados pelo 

PROFESSOR JULIANO e que foram usados como substratos em vários 

experimentos:
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Abz - Gli - Gli - Fen - Leu - Arg - EDDnp

Abz - Gli - Gli - Fen - Leu - Arg - Arg - EDDnp

Abz - Gli - Fen - Leu - Arg - Arg - Vai - EDDnp

Abz - Fen - Leu - Arg - Arg - Vai - EDDnp

Abz - Gli - Gli - Fen - Leu - Arg - Arg - Vai - EDDnp

Abz - Ala - Ala - Fen - Leu - Arg - Arg - Vai - EDDnp

Abz - dAla - Gli - Fen - Leu - Arg - Arg - Vai - EDDnp 

Abz - Gli - dAla - Fen - Leu - Arg - Arg - Vai - EDDnp 

Abz - Gli - Gli - dFen - Leu - Arg - Arg - Vai - EDDnp

Abz - Gli - Gli - Fen - Leu - Tre - Ser - Gin - EDDnp

Abz - Gli - Gli - Phe - Met - Tre - Ser - Gin - EDDnp

Abz - Gli - Gli - Fen - Leu - Arg - Arg - Vai - Gin - EDDnp 

Abz - Gli - Gli - Fen - Leu - Arg - Arg - Vai - Glu - EDDnp 

Abz - Gli - Gli - Fen - Leu - Arg - Arg - Gin - EDDnp

Abz - Gli - Gli - Fen - Leu - Arg - Arg - Ala - Gin - EDDnp 

Abz - Gli - Gli - Fen - Ile - Arg - Arg - Vai - Gin - EDDnp 

Abz - Gli - Gli - Fen - JLle - Arg - Arg - Gin - EDDnp

Abz - Gli - Gli - Fen - Leu - Arg - Gin - EDDnp

Abz - Fen - Leu - Arg - Gin - EDDnp

Abz - Gli - Gli - Fen - Leu - Pro - Gin - EDDnp

Abz - Gli - Gli - Fen - Leu - Gin - EDDnp

Abz - Gli - Gli - Fen - Leu - Tre - Gin - EDDnp

Abz - Gli - Gli - Fen - Leu - Ser - Gin - EDDnp

Abz - Gli - Gli - Fen - Leu - Tre - Ser - Gin - EDDnp

Abz - Gli - Gli - Fen - Leu - Tre - Ser - Arg - Gin - EDDnp

Abz - Gli - Gli - Fen - Leu - Tre - Arg - Gin - EDDnp

Abz - Gli - Gli - Fen - Leu - Arg - Ser - Gin - EDDnp
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Abz - Gli - Gli - Fen - Leu - Gli - Gin - EDDnp

Abz - Gli - Gli - Fen - Leu - Gli - Gli - Gin - EDDnp

Abz - dArg - Arg - Leu - EDDnp

Abz - dArg - Arg - Fen - EDDnp

Abz - dArg - Arg - Vai - EDDnp

Abz - Arg - Arg - Vai - EDDnp

3.4. Aparelhos diversos

Agitador de tubos - AP 56 - Phoenix

Agitador e placa aquecedora - Fisatom

Balança analítica - Marte AM 550 - Automaile

Banho - Maria

Banho de circulação - Thermostat - U10

Bomba peristáltica - Technicon Instruments Corporation -

New Yor

Câmara fria

Centrífuga Excelsa Baby modelo 206 - FANEM

Centrífuga refrigerada - Beckman, modelo J-212C

Coluna de HPLC - Nucleosil 5pm Cjg, 145 x 4,5 mm

Coluna de vidro para cromatografia de DEAE-celulose

Espectrofluorômetro Shimadzu modelo F 2000

Espectrofotômetro modelo G-2000 - Beckman Instruments Inc.

Munchen DDR
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Fonte para eletroforese - lntec Instrumental Técnico Cientifíc LTDA

Freezer

Homogeneizador Potter

HPLC - Shimadzu, modelo SCL 10A

Liofilizador - Edwards

Liqüidificador - Walita - Beta

Microseringas - Hamilton r

Pipetas automáticas

Ponteiras

Potenciômetro MV85 - Clamman & Granhert, Oresden, DDR

Refrigerador
Rotores J.A. 14 e 20, Beckman Instruments, Inc. Califórnia, USA

Tubos de ensaio
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4.1. Enzimas

Uma forma solúvel recombinante de NEP (NEPr) foi expressada usando o 

sistema baculovirus/insect-cell, e purificada por imunoafinidade como previamente 

descrito (LEMAY et al., 1989; FOSSIEZ et al., 1992).

As frações membranares cruas foram obtidas de placenta, membrana 

amniótica, cordão umbilical, tecidos de ratos de cérebro, pulmão e rim. Todas as 

frações membranares foram submetidas a homogeneização em tampão Tris-HCl, 50 

rnM, pH 7,5 (1/4), usando-se um homogeneizador Potter, a 4°C. O homogenato foi 

centrifugado por 10 minutos a 1.000 g e o precipitado foi descartado. O 

> obrenadante foi centrifugado a 80.000 g por 60 minutos. O precipitado foi lavado, 

5 vezes consecutivas, pela ressuspensão em tampão Tris-HCl, 50 mM contendo 

UaCl 0,lM, pH 7,5 e centrifugado a 80.000 g por 30 minutos. O precipitado 

resultante, foi ressuspendido em tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 ( 1/4 ) e 

utilizado como fonte de enzima (CARVALHO et al., 1995, CARVALHO et al., 

1996).

As amostras de sêmen foram obtidas por masturbação de pacientes 

submetidos a investigação da infertilidade conjugal. Ao chegar ao laboratório, o 

sêmen era dividido em duas frações sendo uma usada para análise seminal, de 

acordo com os critérios descritos Word Health Organization (WHO) e outra fração 

foi centrifugada a 80.000 g por 60 minutos para obtenção do plasma seminal que foi 

então usado como fonte de enzima.
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4.2. Ensaio Enzimáíico

Para o ensaio enzimático foram utilizados substratos fluorogênicos com 

a pagamento intramolecular de fluorescência sintetizados pelo método de solução 

(CHAGAS et al., 1990; OLIVEIRA et al., 1992). Esses peptídeos fluorogêncios 

contêm um grupamento fluorescente, orto-aminobenzóico (Abz), na extremidade 

aminoterminal e um grupamento apagador 2,4- etilenodiaminodinitrifenol (EDDnp) 

na extremidade carboxiterminal. O substrato apresenta uma baixa fluorescência 

devido ao eficiente efeito apagador do grupo EDDnp sobre o grupo fluorescente 

Abz, possivelmente resultante da proximidade entre as extremidades aminoterminal 

; carboxiterminal do peptídeo (OLIVEIRA et al., 1992). Uma vez hidrolisado em 

qualquer ligação peptídica, ocorre aumento da fluorescência e esse aumento é muito 

sensível a distância entre os grupos doador e aceptor. Essa elevação da 

fluorescência, é medida com os espectros de excitação (À,ex) de 320 nm e emissão 

((Xew) de 420 nm, utilizando-se um espectrofluorômetro. A figura 12 resume o 

conceito de substratos com apagamento intramolecular da fluorescência.

A hidrólise dos substratos fluorogênicos foi monitorizada pelo aumento da 

fluorescência Çkem = 420 nm e Xex = 320 nm) em um espectrofluorômetro modelo 

Shimadzu F 2000. Em uma cubeta medindo 0,5 cm de largura e 1 cm de 

comprimento foram adicionados 250pl de Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 e os substratos, 

na concentração de 10 a 20 pM. Em seguida, foi adicionada NEPr (0,5 pg ml!) 

e o aumento da fluorescência foi avaliada continuamente durante 5-15 minutos. 

Nas mesmas condições foram utilizadas termolisina (0,15 pg ml1), a- 

quimotripsina (8 pg ml’1), tripsina (15 pg ml'1) e enzima conversora de angiotensina 

(10 pg ml’1) (DORER et al., 1970).
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Figura 12 - Conceito de substratos fluorogênicos 

com apagamento intramolecular de fluorescência.
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Para os ensaios de inibição, NEPr era pré-incubada com fosforamidon 1 pM ou 

captopril 1 pM por um período de 20 minutos, a 37°C, antes da adição do substrato. 

A fluorescência máxima foi convertida em moles do produto liberado por minuto, 

usando uma curva de calibração obtida a partir do correspondente fragmento 

aminoterminal fluorescente sintético, em diferentes concentrações. Essa curva foi 

utilizada para converter os valores de fluorescência do produto liberado das 

incubações enzimáticas em moles do substrato hidrolisado por unidade de tempo.

4.3. Ensaio f I u o r i m é t r i c o após tempo de reação 

fixo

Outro método para realização do ensaio enzimático utilizando os peptídeos 

'luorogênicos é através da fixação do tempo de incubação, interrupção da reação e 

leitura no espectrofluorômetro comparando a fluorescência final com a inicial no 

tempo zero de reação. Esse método tem a vantagem de quantificar-se rapidamente a 

atividade enzimática de um grande número de frações eluídas das colunas 

cromatográficas, assim como permite a quantificação de uma determinada enzima 

quando se utiliza nos ensaios homogenato de tecidos.

Em uma cubeta medindo 0,5 cm de largura e 1 cm de comprimento foram 

adicionados 250pl de Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, os substratos na concentr ação de 

6 a 20 pM e as frações membranares cruas (10-50 pl), NEPr (1-10 pl) ou frações 

eluídas das cromatografias (50 pl). Para os ensaios utilizando inibidores, fiação 

membranar crua, frações eluídas das cromatografias ou NEPr foram pré-incubadas 

com fosforamidon 1 pM ou captopril 1 pM por um período de 20 minutos, a 37 C
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antes da adição do substrato. A reação foi interrompida por aquecimento durante 5 

minutos, a 100°C e centrifugada a 10. 000 g por 10 minutos. Paia a quantificação 

dos produtos formados durante a reação, a fluorescência da fração sobrenadante era 

diretamente medida no espectrofluorômetro Çkem = 420 nm e Xex = 320 nm) e 

convertida em moles dos produtos liberados por minuto, utilizando uma curva de 

calibração.

4.4. Determinação da concentração de proteínas

A concentração de proteínas nas frações enzimáticas foi determinada pelo 

método de Bradford (BRADFORD, 1976), utilizando albumma sérica bovina 

(lmg/ ml) como padrão.

4.5. Diálise da amostra

Plasma seminal foi submetido à diálise com três trocas do tampão rris-HCl 

50 mM, a cada 12 horas (1:5, v/v).
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4.6. Cromatografia de troca iônica em coluna 

de DEAE-Celulose

O material dialisado foi submetido a uma cromatografia de troca iônica numa 

coluna (30 x 2,6 cm) de DEAE-Celulose equilibrada com tampão Tris-HCl 50 mM, 

pH 7,5, com fluxo de 60 ml/h e temperatura de 4°C. Após aplicação da amostra, a 

coluna foi desenvolvida por gradiente de NaCl nas concentrações de 50 mM, 100 

mM, 200 mM e 500 mM no mesmo tampão. A atividade enzimática foi 

monitorizada utilizando o substrato fluorogênico Abz-dRRF-EDDnp e eluída com 

força iônica de 100 mM de NaCl. A absorbância do efluente da coluna foi 

monitorizada em 280 nm. As frações colhidas foram de 10 ml e as alíquotas para o 

ensaio da atividade enzimática, de 50 pl.

4.7. Concentração das frações enzimáticas

As frações ativas obtidas da cromatografia do DEAE-Trissacryl foram 

reunidas em “pool” e concentradas usando-se os concentradores do tipo amicon.

4.8. Cromatografia de troca iônica-HPLC

A fração enzimática obtida da cromatografia de troca iônica em coluna de 

DEAE-Celulose, foi submetida a cromatografia de troca iônica em HPLC' da marca 

Shimadzu modelo SCL 10A, equipado com uma coluna medindo 7,6 x 100 mm.
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Após aplicação da amostra, a coluna foi desenvolvida por gradiente de NaCl nas 

concentrações de 30 - 100%.

4.9. Cromatograf ia líquida de alta eficiência 

(HPLC)

Para a separação dos produtos de hidrólise foi utilizado um equipamento de 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) da marca Shimadzu modelo SCL 

10A, equipado com uma coluna de fase reversa do tipo Nucleosil 5pm ((145 x 4,5 

mm). Os substratos fluorogênicos (10 a 20 nmol) foram incubados com NEPr 

purificada (100 ng), enzima conversora de angiotensina (DORER et al., 1970) ou 

frações membranares cruas (10-50pl) em um volume final de lOOpl com Tris-HCl 

50mM, pH 7,5 a 37°C, por um período de 30-60 minutos. A reação era interrompida 

por aquecimento a 100°C, por 5 minutos. Após centrifugação a 10.000 g por 

10 minutos, a fração sobrenadante constituída do substrato intacto e dos produtos 

resultantes da hidrólise eram separados por cromatografia líquida de alta 

performance (HPLC) usando uma coluna de fase reversa do tipo Nucleosil Cl8, 

5pM (145 x 4,5 mm) e eluída com acetonitrila contendo 0,05% de ácido 

trifluoroacético com fluxo de lml/min. Os gradientes foram ajustados para cada 

peptídeo e encontram-se descritos nas legendas dos gráficos de HPLC em 

resultados. O substrato intacto e produtos eram detectados com absorbância de 220 

nm e fluorescência (Xem = 420nm e ?iex = 320nm) com os detectores arranjados em 

série e coletados para identificar o sítio de divagem através de análise de 

aminoácidos (CARVALHO et al., 1995; CARVALHO et al., 1996). Para os ensaios 

de inibição, frações membranares cruas ou NEPr eram pré-incubadas com 
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fosforamidon 1 pM ou captopril 1 liM por um período de 20 minutos, a 37°C antes 

de sua incubação com o substrato.

4.10. Eletroforese em gel de poliacrilamida 
(PAGE)

As amostras recuperadas da cromatografia de DEAE-HPLC foram 

submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%, em condições de 

dissociação e não dissociação com gradiente de 8-25% e 4-15% respectivamente. 

Para eletroforese com SDS as amostras foram preparadas por aquecimento a 90°C, 

por 5 minutos, na presença de 2-mercaptoetanol. As proteínas usadas como 

marcadores de peso molecular foram: anidrase carbônica (29 kD) ovalbumina (45 

kD), albumina bovina (66 kD), fosforilase B (97 kD), P-galactosidase (116 kD) e 

miosina (205 kD). As proteínas foram visualizadas através coloração pelo 

Coomassie Brilliant Blue (CBB).

4.11. Análise de Aminoácidos

A análise de aminoácidos dos produtos de hidrólise e dos substratos foi 

realizada pelo sistema Pico-Tag da Waters ((CARVALHO et al., 1992) pelo método 

de acoplamento com fenilisotiocianato (PITC). O método Pico-Tag envolve três 

passos.
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1 - Hidrólise da amostra com HC1 6N / Fenol

2 - Derivatização com fenilisotiocianato (PITC)

3 - Análise em HPLC

Os fragmentos gerados por hidrólise enzimática dos diversos substratos com 

i JEPr eram separados por cromatografia em HPLC e secados em “speed vacum”. 

Em seguida o material era hidrolisado a 110°C, durante um período de 24 horas, em 

vapor de HC1 6N, com 1% de fenol (por volume). Após essa etapa, eram realizadas 

três ressecagens com uma solução consistindo da mistura de 

íytanol:água:trietilamina (2:2:1, por volume). Após ressecagem o material era 

submetido à reação de acoplamento com PITC utilizando um volume da solução de 

etanol:trietilamina:água:PITC (7:1:1:1, por volume) por um período de três horas à 

temperatura ambiente. Finalmente a amostra era diluída em tampão e submetida à 

análise em HPLC, com absorbância de 269 nm. A quantificação era feita por 

comparação com padrão de aminoácidos da Pierce.

4.12. Determinação das constantes cinéticas

O ensaio foi monitorizado pelo aumento da fluorescência (Àem=420nm e 

Xex=320nm) em espectrofluorômetro. Em uma cubeta, medindo 0,5 cm de largura 

e 1 cm de comprimento, era adicionado 250 pl de Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 e 

NEPr (10 pl). O substrato fluorogênico, em diferentes concentrações (2-30 

pM) era adicionado e o aumento da fluorescência era monitorizada durante tempo 

fixo. Com menos de 5% de hidrólise do substrato, a reação era interrompida para 

posterior adição do substrato. Os valores de Km e Vmax eram determinados, 

tomando-se os valores das velocidades iniciais versus concentrações respectivas dos 
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substratos pelo “plof1 de Lineweaver-Burk, utilizando o programa ENZFITTER (R. 

J. Leatherbarrow). O peso molecular da NEPr é em tomo de 87.000 Dalton 

(FOSSIEZ et al., 1992) e esse valor foi utilizado para o cálculo do &cat.
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5.1. Hidrólise dos substratos fluorogênicos com 

apagamento intramolecular de fluorescência pela NEP 

recombinante (NEPr)

A hidrólise dos substratos sintéticos foi monitorada através do registro da 

fluorescência contínua. A caracterização dos substratos sintéticos e seus produtos de 

hidrólise foi realizada através de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). 

Os substratos fluorogênicos, Abz-GGFLRRV-EDDnp, Abz-GGdFLRRV-EDDnp, 

Abz-dRRV-EDDnp, Abz-RRV-EDDnp, Abz-dRRL-EDDnp e Abz-dRRF-EDDnp 

foram seletivamente hidrolisados pela NEPr.

Os fragmentos gerados após a reação dos substratos com NEPr foram 

separados por cromatografia em HPLC e submetidos a hidrólise ácida para 

identificação da seqüência de aminoácidos e consequentemente, a indicação da 

ligação peptídica hidrolisada. A seqüência de aminoácidos dos vários substratos 

sintéticos e dos produtos gerados após hidrólise com NEPr ou preparações 

membranares foi realizada comparando-se com um padrão de aminoácidos 

(Figura 13). Nesse cromatograma cada pico corresponde a um aminoácido.

O substrato Abz-dRRF-EDDnp, foi hidrolisado na ligação R-F pela 

NEPr, formando como produtos os fragmentos Abz-dRR e F-EDDnp (Figura 

14A). No ensaio com registro da fluorescência contínua do substrato Abz- 

dRRF-EDDnp com NEPr, a hidrólise é demonstrada pelo aumento da fluorescência 

(Figura 14B). O pico de número 1 da reação do substrato Abz-dRRF-EDDnp 

com NEPr (Figura 14A) após hidrolisado e separado por HPLC, correspondeu aos 

aminoácidos R (Figura 15), o segundo pico ao aminoácido F (Figura 16) e o 

terceiro pico foi identificado como sendo o substrato intacto apresentando em sua 
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sequência duas moléculas de arginina (R) e uma molécula de fenilalanina (F) 

(Figura 17). Através dessa mesma analogia foi identificada a seqüência dos vários 

produtos gerados da reação dos demais peptídeos sintéticos com NEPr e frações 

membranares.

Os substratos, Abz-GGFLRRV-EDDnp, Abz-GGdFLRRV-EDDnp, Abz- 

dRRV-EDDnp e Abz-RRV-EDDnp foram hidrolisados pela NEPr na ligação R-V. 

O substrato Abz-dRRL-EDDnp foi hidrolisado na ligação peptídica R-L.
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Figura 13 - Perfil de eluição do padrão de aminoácidos.

1 - Aspartato 1,7 min i 10 - nh3 7,3 min
2 - Glutamato -> 2,0 min : 11 - Tirosina 8,2 min
3 - Serina 3,9 min ; ; 12 - Valina 8,6 min
4 - Glicina 4,3 min j. ’ 13 - Metionina 9,0 min ;
5 - Histidina 5,2 min í í 14 - Cisteína 9,4 min *
6 - Arginina 5,9 min 15 - Isoleucina 9,6 min «
7 - Treonina r>6,l min 16 - Leucina r-> 10,0 min
8 - Aianina 6,6 min ' 17 - Fenialanina 10,7 min
9 - Prolina 6,9 min j 18 - Lisina '->11,5 min



! Figura 14 - Hidrólise do substrato Abz-dRRF-EDDnp pela NEPr.

A figura 14A representa o perfil de eluição do substrato Abz-dRRF- 

EDDnp e seus produtos de hidr ólise após incubação com NEPr. A incubação 

do substrato (10 nmol) com NEPr (600 ng) foi realizada em um volume final 

de 100 pl de tampão Tris-HCl, 50 mM pH 7,5 a 37°C por 60 minutos. A 

reação era interrompida através de aquecimento durante 5 minutos a 100°C e 

os produtos resultantes da hidr ólise eram separados por cromatografia líquida 

de alta performance (HPLC) usando-se uma coluna de fase reversa do tipo 

Nucleosil Cig, 5pm (145 x 4,5 mm). O gradiente era de 20 a 40% de 

acetonitrila contendo 0,05% de ácido trifluoracético durante um período de 60 

minutos, com fluxo de 1 ml mim’1. Substrato e produtos foram detectados com 

absorbância UV (220 nm) e fluorescência (%m = 420 nm, Àex = 320 nm) com 

os detectores arranjados em série e coletados para identificar o sítio de 

hidrólise através de análise de aminoácidos como descrito em materiais e 

métodos. Na figura 14B é ilustrado outro experimento onde a hidrólise do 

substrato Abz-dRRF-EDDnp (10 pM) com NEPr (0,5 pg ml’1) (B) é 

demonstrada através do registro do aumento da fluorescência contínua
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Tempo (min)

Figura 14 - Perfil de eluição dos produtos de hidrólise 

gerados após incubação do Abz-dRRF-EDDnp com NEPr 

(A). Registro da fluorescência contínua da hidrólise 

do substrato Abz-dRRF-EDDnp (10 pM) com NEPr 

(0,5 gg ml4) (B).



Resultados 68

Figura 15 - Composição de aminoácidos do produto Abz-dRR, 

gerado após incubação do substrato Abz-dRRF-EDDnp com NEPr.

O gradiente era de 0 a 55% de acetonitrila durante um período 

de 10 minutos, com fluxo de lml min'1. Os aminoácidos eram 

detectados com absorbância UV de 269 nm. O gráfico cinza 

representa o padrão de aminoácidos onde cada pico corresponde a 

um aminoácido. O pico vermelho corresponde aos dois aminoácidos, 

dR e R, representando o produto Abz-dRR.
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Figura 16 - Composição de aminoácidos do produto F-EDDnp, 

gerado após incubação do substrato Abz-dRRF-EDDnp com NEPr.

O gradiente era de 0 a 55% de acetonitrila durante um período de 
10 minutos, com fluxo de lml min'. Os aminoácidos eram 

detectados com absorbância UV de 269 nm. O gráfico cinza 

representa o padrão de aminoácidos onde cada pico corresponde a 

um aminoácido. O pico verde corresponde ao aminoácido F, 

representando o produto F-EDDnp.
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Figura 17 - Composição de aminoácidos do substrato Abz-dRRF- 

EDDnp.

O gradiente era de 0 a 55% de acetonitrila durante um período 

de 10 minutos, com fluxo de lml min’1. Os aminoácidos eram 

detectados com absorbância UV de 269 nm. O gráfico cinza 

representa o padrão de aminoácidos onde cada pico corresponde a 

um aminoácido. O primeiro pico azul representa os aminoácidos dR 

e R e o segundo pico azul representa o aminoácido F, 

correspondendo a composição de resíduos do substrato Abz-dRRF- 

EDDnp.
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5.2. Parâmetros cinéticos da hidrólise dos substratos 

fluorogênicos com apagamento intramolecular de 

fluorescência pela NEP recombinante (NEPr)

Os valores dos parâmetros cinéticos Km, £cat e a razão £cat / Km para os 

vários peptídeos fluorogênicos Abz-dRRL-EDDnp, Abz-dRRF-EDDnp, Abz- 

dRRV-EDDnp, Abz-RRV-EDDnp, Abz-GGFLRRV-EDDnp e Abz-GGdFLRRV- 

EDDnp estão na tabela 02.

Os peptídeos Abz-GGFLR-EDDnp derivado da dinorfina A(_6, Abz- 

GGFLRR-EDDnp e Abz-GGFLRQ-EDDnp derivados da dinorfina Ai_7 e Abz- 

GGFLRRQ-EDDnp derivado da dinorfina A não foram hidrolisados pela NEPr. Os 

valores dos parâmetros cinéticos Km, kcat e a razão kcat / Kin para os demais 

peptídeos fluorogênicos derivados da dinorfina Aj_6, dinorfina Aj_7 e da dinorfina A 

e p-endorfina hidrolisados pela NEPr estão nas tabelas 03, 04 e 05, respectivamente. 

Na tabela 03, dois peptídeos derivados da dinorfina Ai_ó foram submetidos à 

hidrólise pela NEPr: o peptídeo contendo R na posição P'2 não foi hidrolisado, 

enquanto o peptídeo contendo Q na posição P'2 foi eficientemente hidrolisado (kcat / 

Km = 7,156) na ligação F-L (90%). Os peptídeos contendo R-R e R-Q em P'2 e P'3, 

respectivamente foram resistentes à hidrólise pela NEPr. A substituição da R em P'2 

por G, S ou T originou peptídeos substratos hidrolisados pela NEPr (Tabela 04).
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Tabela 02 - Parâmetros cinéticos da hidrólise dos substratos Abz-

GGFLRR V-EDDnp, Abz-GGdFLRRV-EDDnp, Abz-dRRV-EDDnp, 

Abz-RRV-EDDnp, Abz-dRRL-EDDnp e Abz-dRRF-EDDnp pela NEPr.

a valores da média + E. P. M. de 6 determinações independentes.

Substratos

-;?• rz
JlVjn

(pM)

Acat .
(min4)

kvat / Km 

(min 1 pM 4)

Abz-dR-R 4 L-EDDnp 2,8 ± 1,5a 5,3 2

Abz-dR-R xl F-EDDnp 5 ± 1,5a 7 1,4

Abz-dR-R i V-EDDnp 3,7 ± 1,5a 5,1 1,3

Abz-R-R >1 V-EDDnp 1,8 ± 1,5a 5,6 3,1

Abz-G-G-F-L-R-R 1 V-EDDnp 17 ± 1,5a 736 43

Abz-G-G-dF-L-R-R 4. V-EDDnp 3 ± 2a 127 42

Os valores de Km e Vm foram determinados como descrito em 

material e métodos. Os substratos Abz-GGFLRRV-EDDnp, Abz- 

GGdFLRRV-EDDnp, Abz-dRRV-EDDnp, Abz-RRV-EDDnp, Abz- 

dRRL-EDDnp e Abz-dRRF-EDDnp foram incubados numa 

concentração final variando de 2 a 30 pM com NEPr (10 pl). As flechas 

indicam o ponto de hidrólise.



Resultados 73

Tabela 03 - Parâmetros cinéticos dos peptídeos fluorogênicos derivados 

da Dinorfina Aí-ô hidrolisados pela NEPr.

Peptídeos derivados da

Diiiorfijna Ais

Km
(seg ■’) (seg^gM'1) :

Abz-G-G-F-L-R-EDDnp não ocorre hidrólise

Abz-G-G^FlL-Q-EDDNP 3,2a 22.900 7.156

a valores da média + E. P. M. c e 6 determinações independentes.

Os valores de Km e Vm foram determinados como descrito em 

material e métodos. Os substratos foram incubados numa concentração 

final variando de 2 a 30 pM com NEPr (10 pl).

J, - maior hidrólise

- menor hidrólise
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Tabela 04 - Parâmetros cinéticos dos peptídeos fluorogênicos derivados 

da Dinorfina Ai_7 hidrolisados pela NEPr.

a valores da média + E. P. M. de 6 determinações independentes.

Peptídeos derivados da

Dinorfina Ai~7

.. Kln

(pM) (seg *)
' kcat f

(seg 1 pM ’)

Abz-G-G-F-L-R-R-EDDnp não ocorre hidrólise

Abz-G-G-F-L-R-Q-EDDnp não ocorre hidrólise

Abz-G-GiF-U-G-Q-EDDNP 3,0a 2.400 800

Abz-G-Gtbi L-S-Q-EDDNP 7,8a 11.200 1435

Abz-G-GÍFll.-T-Q-EDDNP 6,9a 20.200 2.927

Os valores de Km e Vm foram determinados como descrito em 

material e métodos. Os substratos foram incubados numa 

concentração final variando de 2 a 30 p.M com NEPr (10 pl).

- maior hidrólise

- menor hidrólise
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Tabela 05 - Parâmetros cinéticos dos peptídeos fluorogênicos derivados 

da Dinorfina A e P-Endorfina hidrolisados pela NEPr.

a valores da média + E. P. M. de 6 determinações independentes.

Peptídeos derivados da

Dinorfina. A e P-Endorfina

Km

W)'

^cat 
(seg'")

WKra

(seg1 jiM f)

Abz-G-G-F-L-R-R-Q-EDDnp 

Abz-G-G^F-l- L-T-S-Q-EDDNP 

Abz-G-G^Fl L-R-S-Q-EDDN P 

Abz-G-GlFl L-T-R-Q-EDDNP 

Abz-G-G1M L-T-S-R-Q-EDDN P 

Abz-G-GÍFÍL-G-G-Q-EDDNP

não ocorre hidrólise

1,3a 11.100 8.538

3,2a 4.800 1.500

1,8a 5.600 3111

2,6a 5.970 2.296

5,1a 19.100 3.745

Os valores de Km e Vm foram determinados como descrito em 

material e métodos. Os substratos foram incubados numa concentração 

final variando de 2 a 30 pM com NEPr (10 pl).

4 - maior hidrólise

4 - menor hidrólise
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5.3. Estudo da especificidade dos substratos

Frações membranares de tecidos de rato foram utilizadas como fonte de 

enzima para o estudo da especificidade dos substratos. A incubação do substrato 

Abz-GGFLRRV-EDDnp com fração membranar de rim, resultou na formação dos 

produtos Abz-GGFLRR, V-EDDnp, Abz-GGF e Abz-GGFL (Figura 18A). Na 

presença de 1 pM de fosforamidon, a atividade da NEP foi totalmente inibida, como 

demonstrado pela exclusiva ausência dos produtos Abz-GGFLRR V e V-EDDnp, 

porém o fosforamidon não inibiu a atividade que hidrolisou esse substrato 

com formação dos produtos Abz-GGF, Abz-GGFL, RRV-EDDnp e LRRV-EDDnp 

(Figura 19A). Resultados semelhantes foram encontrados quando esse peptídeo 

foi incubado com frações membranares de cérebro e pulmão.

O registro da fluorescência contínua do substrato Abz-GGFLRRV- 

EDDnp com fração membranar de rim na ausência (Figura 18B) e na presença de 

fosforamidon 1 pM (Figura 19B), demonstrou também que a NEP não era a única 

enzima presente nessa preparação, capaz de clivar esse substrato. Nos experimentos 

com registro da fluorescência contínua utilizando preparações membranares de 

cérebro e pulmão foram observados os mesmos resultados dos experimentos com 

preparações membranares de rim utilizando esse substrato.

A atividade presente no homogenato de rim, hidrolisou o substrato Abz-

GGdFLRRV-EDDnp na ligação R-V com formação dos fragmentos

complementares Abz-GGdFLRR e V-EDDnp (Figura 20A). Na presença de 1 pM

de fosforamidon, um inibidor altamente específico da NEP, essa atividade foi

totalmente inibida (Figura 21 A), mas não na presença de 1 pM de captopril, um

inibidor específico da enzima conversora de angiotensina (ACE).
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Sob as mesmas condições experimentais, resultados semelhantes foram encontrados 

com preparações membranares de cérebro e pulmão. No ensaio com registro da 

fluorescência contínua do substrato Abz-GGdFLRRV-EDDnp com fração 

membranar de rim (Figura 20B) a hidrólise é demonstrada pelo aumento da 

fluorescência, não ocorrendo esse aumento na presença de fosforamidon na 

concentração de 1 pM (Figura 21B), indicando que a atividade da NEP presente 

nessa preparação foi totalmente inibida.

O peptídeo fluorogênico Abz-dRRL-EDDnp, quando incubado com 

fração membranar de rim os produtos liberados foram os fragmentos 

complementares Abz-dRR e L-EDDnp (Figura 22A) e essa atividade foi totalmente 

inibida na presença de fosforamidon 1 pM (Figura 23A). Resultados semelhantes 

foram encontrados quando os substratos sintéticos Abz-dRRV-EDDnp (hidrólise na 

ligação R-V) e Abz-dRRF-EDDnp (hidrólise na ligação R-F) foram incubados sob 

as mesmas condições na ausência e na presença de fosforamidon 1 pM. O 

experimento utilizando o substrato Abz-dRRL-EDDnp com fração membranar de 

rim, também foi realizado através da monitorização da fluorescência na ausência 

(Figura 22B) e na presença de fosforamidon 1 pM (Figura 23B).

A reação dos peptídeos Abz-dRRL-EDDnp, Abz-dRRV-EDDnp e Abz- 

dRRF-EDDnp com preparações membranares de pulmão e cérebro resultou na 

hidrólise da ligação R-L, R-V e R-F, respectivamente. Essa atividade foi totalmente 

inibida na presença de fosforamidon 1 pM, mas não, na presença de captopril na 

concentração de 1 pM.

O ensaio fluorogênico através do registro contínuo da fluorescência 

utilizando outras metaloenzimas (ACE e termolisinina) e serinoproteases (tripsina e 
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quimotripsina) demonstrou que o substrato Abz-dRRL-EDDnp foi totalmente 

esistente a hidrólise pela ACE (Figura 24B), tripsina (Figura 25B), termolisina 

Figura 26B), e a-quimotripsina (Figura 27B). Os substratos Abz-dRRV-EDDnp 

e Abz-dRRF-EDDnp semelhante ao substrato Abz-dRRL-EDDnp, foram totalmente 

resistentes à hidrólise por essas atividades. Os peptídeos Abz-RRV-EDDnp e Abz- 

JGdFLRRV-EDDnp, ao contrário dos substratos Abz-dRRV-EDDnp, Abz-dRRF- 

EDDnp e Abz-dRRL-EDDnp, foram hidrolisados pela tripsina. Com um tempo de 

mcubação mais longo (60 minutos), a reação do substrato Abz-dRRL-EDDnp com 

ACE (Figura 24A), termolisinina (Figura 25A), tripsina (Figura 26A) e 

quimotripsina (Figura 27A) confirmou a resistência desse peptídeo à hidrólise por 

:ssas enzimas, como observado pela ausência específica dos produtos. Resultados 

semelhantes foram observados com os peptídeos Abz-dRRF-EDDnp e Abz- 

dRRV-EDDnp. Esses resultados são mostrados na tabela 06.



Figura 18 - Hidrólise do substrato Abz-GGFLRRV-EDDnp com
fração membranar de rim de rato.

A figura 18A ilustra o perfil de eluição do substrato Abz-GGFLRRV- 

EDDnp e seus produtos gerados após incubação com homogenato de rim 

de rato. A incubação do substrato (lOnmol) com 10 pl de homogenato de 

rim (180 pg ml’1) foi realizada em um volume final de 100 pl de tampão Tris- 

HCl, 50 mM, pH 7,5 a 37°C por 30 minutos. A reação era interrompida através 

de aquecimento durante 5 minutos a 100°C e os produtos resultantes da 

hidrólise eram separados por cromatografia líquida de alta performance 

(HPLC) usando-se uma coluna de fase reversa do tipo Nucleosil C18, 5pm 

(145 x 4,5 mm). O gradiente era de 20 a 40% de acetonitrila contendo 0,05% 

de ácido trifluoracético durante um período de 30 minutos, com fluxo de 

1 ml mim’1. Substrato e produtos eram detectados com absorbância UV 

(220 nm) e fluorescência (%m = 420 nm, Xex = 320 nm) com os detectores 

arranjados em série e coletados para identificar o sítio de hidrólise através de 

análise de aminoácidos como descrito em materiais e métodos. Na figura 18B 

é ilustrado outro experimento onde a hidrólise do substrato Abz-GGFLRRV- 

EDDnp com fração membranar de rim é demonstrada através do registro do 

aumento da fluorescência contínua (Àem = 420 nm, = 320 nm).
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Figura 18 - Perfil de eluição dos produtos de hidrólise gerados após

incubação do Abz-GGFLRRV-EDDnp com fiação membranar de rim (A).

Registro da fluorescência contínua da hidrólise do substrato Abz-

GGFLRRV-EDDnp com fração membranar de rim (B).



Figura 19 - Hidrólise do substrato Abz-GGFLRRV-EDDnp com
fração membranar de rim de rato na oresenca de fosforamidon IliM.

A figura 19A representa o perfil de eluição do substrato Abz- 

GGFLRRV-EDDnp e seus produtos de hidrólise gerados após incubação com 

homogenato de rim de rato na presença de fosforamidon 1 pM. A incubação do 

substrato (10 nmol) com 10 pl de homogenato de rim (180 pg ml"1) na 

presença de fosforamidon lpM foi realizada em um volume final de 100 pl de 

tampão Tris-HCL pH 7,5 a 37°C por 30 minutos. A reação era interrompida 

através de aquecimento durante 5 minutos a 100°C e os produtos resultantes da 

hidrólise eram separados por cromatografia líquida de alta performance 

(HPLC) usando-se uma coluna de fase reversa do tipo Nucleosil Ci8, 5pm 

(145 x 4,5 mm). O gradiente era de 20 a 40% de acetonitrila contendo 0,05% 

de ácido trifluoracético durante um período de 30 minutos, com fluxo de 

1 ml mim1. Substrato e produtos eram detectados com absorbância UV (220 

nm) e fluorescência (Xem = 420 nm, Àex = 320 nm) com os detectores 

arranjados em série e coletados para identificar o sítio de hidrólise através de 

análise de aminoácidos como descrito em materiais e métodos. Na figura 19B 

é ilustrado o experimento onde a hidrólise do substrato Abz-GGFLRRV- 

EDDnp com fração membranar de rim na presença de fosforamidon 1 pM 

é demonstrada através do registro do aumento da fluorescência 

contínua (Àem = 420 nm, Àex = 320 nm).
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Figura 19 - Perfil de eluição dos produtos de hidrólise gerados após

incubação do Abz-GGFLRRV-EDDnp com fração membranar de rim na

presença de 1 pM de fosforamidon (A). Registro da fluorescência contínua

da hidrólise do substrato Abz-GGFLRRV-EDDnp com fração membranar

de rim na presença de 1 p.M de fosforamidon (B).



Figura 20 - Hidrólise do substrato Abz-GGdFLRRV-EDDnp com
fiação membranar de rim de rato.

A figura 20 A ilustra o perfil de eluição do substrato Abz-GGdFLRRV- 

EDDnp e seus produtos gerados após incubação com homogenato de rim de 

rato. A incubação do substrato (10 nmol) com 10 pl de homogenato de rim 

(180 pg ml-1) foi realizada em um volume final de 100 pl de tampão Tris-HCl, 

50 mM, pH 7,5 a 37°C por 30 minutos. A reação era interrompida através de 

aquecimento durante 5 minutos a 100°C e os produtos resultantes da hidrólise 

eram separados por cromatografia líquida de alta performance (HPLC) 

usando-se uma coluna de fase reversa do tipo Nucleosil C-ig, 5pm (145 x 4,5 

mm). O gradiente era de 20 a 40% de acetonitrila contendo 0,05% de ácido 

trifluoracético durante um período de 30 minutos, com fluxo de l ml.mim 1 

Substrato e produtos eram detectados com absorbância UV (220 nm) e 

fluorescência (%m - 420 nm, = 320 nm) com os detectores arranjados em 

série e coletados para identificai' o sítio de hidrólise através de análise de 

aminoácidos como descrito em materiais e métodos. Na figura 20B é ilustrado 

o experimento onde a hidrólise do substrato Abz-GGdFLRRV-EDDnp com 

fração membranar de rim é demonstrada através do registro do aumento da 

fluorescência contínua (Xem = 420 nm, = 320 nm).



Resultados 81

Figura 20 - Perfil de eluição dos produtos gerados após incubação do

Abz-GGdFLRRV-EDDnp com fração membranar de rim (A). Registro

da fluorescência contínua da hidrólise do substrato Abz-

GGdFLRRV-EDDnp com fração membranar de rim (B).



Figura 21 - Reação do substrato Abz-GGdFLRRV-EDDnp com fiação
membranar de rim de rato na nresenca de fosforamidon IllM.

A figura 21A mostra o perfil de eluição do substrato Abz-GGdFLRRV- 

EDDnp e seus produtos de hidrólise após incubação com homogenato de rim 

de rato na presença de fosforamidon lpM. A incubação do substrato (10 nmol) 

com 10 pl de homogenato de rim (180 pg ml'1) na presença de fosforamidon 

1 pM foi realizada em um volume final de 100 pl de tampão Tris-HCl 50 mM, 

pH 7,5 a 37°C por 30 minutos. A reação era interrompida através de 

aquecimento durante 5 minutos a 100°C e os produtos resultantes da hidrólise 

eram separados por cromatografia líquida de alta performance (HPLC) 

usando-se uma coluna de fase reversa do tipo Nucleosil Cjg, 5pm (145 x 4,5 

mm). O gradiente era de 20 a 40% de acetonitrila contendo 0,05% de ácido 
trifluoracético durante um período de 30 minutos, com fluxo de 1 ml.mim '. A 

reação era detectada com absorbância UV (220 nm) e fluorescência (Àem = 

420 nm, = 320 nm) com os detectores arranjados em série e coletados para 

identificar o sítio de hidrólise através de análise de aminoácidos como descrito 

em materiais e métodos. Na figura 21B é ilustrado o experimento onde a 

reação do substrato Abz-GGdFLRRV-EDDnp com fração membranar de rim 

na presença de fosforamidon 1 pM é demonstrada através do registro da 

fluorescência contínua (2iem = 420 nm, Xex - 320 nm).
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Figura 21 - Perfil de eluição do substrato Abz-GGdFLRRV-EDDnp com

fração membranar de rim na presença de fosforamidon 1 pM (A). Registro

da fluorescência contínua do substrato Abz-GGdFLRRV-EDDnp com

fração membranar de rim na presença de 1 pM de fosforamidon (B).



Figura 22 - I-Iidrólise do substrato Abz-dRRL-EDDnp com fiação
membranar de rim de rato.

Perfil de eluição do substrato Abz-dRRL-EDDnp e seus produtos 

gerados após incubação com homogenato de rim de rato (A). A incubação do 

substrato (10 nmol) com 10 pl de homogenato de rim (180 pg ml'J) foi 

realizada em um volume final de 100 pl de tampão Tris-HCl, pH 7,5 a 37°C 

por 60 minutos. A reação era interrompida através de aquecimento durante 

5 minutos a 100°C e os produtos resultantes da hidrólise eram separados por 

cromatografia líquida de alta performance (HPLC) usando-se uma coluna de 

fase reversa do tipo Nucleosil C|g, 5pm (145 x 4,5 mm). O gradiente era de 20 

a 40% de acetonitrila contendo 0,05% de ácido trifluoracético durante um 

período de 60 minutos, com fluxo de 1 ml mim"1. Substrato e produtos 

eram detectados com absorbância UV (220 nm) e fluorescência 

(Àem = 420 nm, = 320 nm) com os detectores arranjados em série e 

coletados para identificai' o sítio de hidrólise através de análise de aminoácidos 

como descrito em materiais e métodos. Na figura 22B é ilustrado o 

experimento onde a hidrólise do substrato Abz-dRRL-EDDnp com fração 

membranar de rim é demonstrada através do registro do aumento da 

fluorescência contínua (Xem = 420 nm, Xex= 320 nm).
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Figura 22 - Perfil de eluição dos produtos gerados após incubação do

Abz-dRRL-EDDnp com fração membranar de rim (A). Registro da

fluorescência contínua da hidrólise do substrato Abz-dRRL-EDDnp com

fração membranar de rim (B).



■ Figura 23 - Reação do substrato Abz-dRRL-EDDnp com fração
• membranar de rim de rato na üresenca de fosforamidon IliM.
2

Perfil de eluição do substrato Abz-dRRL-EDDnp e seus produtos de 

hidrólise após incubação com homogenato de rim de rato na presença de 

fosforamidon (1 pM) (A). A incubação do substrato (10 nmol) com 10 pl de 

homogenato de rim (180 pg ml’1) na presença de fosforamidon (lpM) foi 

realizada em um volume final de 100 pl de tampão Tris-HCl, pH 7,5 a 37°C 

por 60 minutos. A reação era interrompida através de aquecimento durante 5 

minutos a 100°C e os produtos resultantes da hidrólise eram separados por 

cromatografia líquida de alta performance (HPLC) usando-se uma coluna de 

fase reversa do tipo Nucleosil Ci8, 5pm (145 x 4,5 mm). O gradiente era de 20 

a 40% de acetonitrila contendo 0,05% de ácido trifluoracético durante um 

período de 60 minutos, com fluxo de 1 ml.mim'1. A reação era detectada com 

absorbância UV (220 nm) e fluorescência (Àem = 420 nm, Àex = 320 nm) com 

os detectores arranjados em série e coletados para identificar o sítio de 

hidrólise através de análise de aminoácidos como descrito em 

materiais e métodos. Na figura 23B é ilustrada a reação do substrato 

Abz-dRRL-EDDnp com fração membranar de rim na presença de 

fosforamidon 1 pM através do registro da fluorescência continua 

(Xem ~ 420 nm, À,ex = 320 nm).
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Figura 23 - Perfil de eluição da incubação do Abz-dRRL-EDDnp com

fração membranar de rim na presença de fosforamidon 1 pM (A). Registro

da fluorescência contínua da reação do substrato Abz-dRRL-EDDnp com

fração membranar de rim na presença de 1 pM de fosforamidon (B).



1

Figura 24 - Reação do substrato Abz-dRRL-EDDnp com enzima 
j conversora de angiotensina.

Perfil de eluição do substrato Abz-dRRL-EDDnp após incubação com 

enzima conversora de angiotensina (10 pg ml'1) (24A). A incubação do 

substrato (10 nmol) com enzima conversora de angiotensina (10 pg ml’1) foi 

realizada em um volume final de 100 pl de tampão Tris-HCl, pH 7,5 a 37°C 

por 60 minutos. A reação era interrompida através de aquecimento durante 5 

minutos a 100°C e submetida a cromatografia líquida de alta performance 

(HPLC) usando-se uma coluna de fase reversa do tipo Nucleosil Cjg, 5pm 

(145 x 4,5 mm). O gradiente era de 20 a 40% de acetonitrila contendo 0,05% 

de ácido trifluoracético durante um período de 60 minutos, com fluxo de 

1 mlmim '. Na figura 24B é ilustrada a reação do substrato Abz-dRRL- 

EDDnp com enzima conversora de angiotensina através do registro da 

fluorescência contínua (Xem = 420 nm, %x = 320 nm).
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Figura 24 - Perfil de eluição da incubação do Abz-dRRL-EDDnp com

enzima conversora de angiotensina (A). Registro da fluorescência contínua

da reação do substrato Abz-dRRL-EDDnp com enzima conversora de

angiotensina (B).



I
j Figura 25 - Reação do substrato Abz-dRRL-EDDnp com tripsina.

Perfil de eluição do substrato Abz-dRRL-EDDnp após incubação com 

tripsina (15 pg ml1) (25A). A incubação do substrato (10 nmol) com tripsina 

(15 pg ml1) foi realizada em um volume final de 100 pl de tampão Tris-HCl, 

pH 7,5 a 37°C por 60 minutos. A reação era interrompida através de 

aquecimento durante 5 minutos a 100°C e submetida a cromatografia líquida 

de alta performance (HPLC) usando-se uma coluna de fase reversa do tipo 

Nucleosil Cj8, 5pm (145 x 4,5 mm). O gradiente era de 20 a 40% de 

acetonitrila contendo 0,05% de ácido triíluoracético durante um período de 60 

minutos, com fluxo de 1 mlmim ‘. Na figura 25B é ilustrada a reação do 

substrato Abz-dRRL-EDDnp com tripsina através do registro da 

fluorescência contínua (À,em = 420 nm, À.ex = 320 nm).
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Figura 25 - Perfil de eluição da incubação do Abz-dRRL-EDDnp com

tripsina (A). Registro da fluorescência contínua da reação do substrato

Abz-dRRL-EDDnp com tripsina (B).



3
j Figura 26 - Reação do substrato Abz-dRRL-EDDnp com termolisina.

Perfil de eluição do substrato Abz-dRRL-EDDnp após incubação com 

termolisina (0,15 pg ml1) (26A). A incubação do substrato (10 nmol) com 

termolisina (0,15 pg ml’1) foi realizada em um volume final de 100 pl de 

tampão Tris-HCl, pH 7,5 a 37°C por 60 minutos. A reação foi interrompida 

através de aquecimento durante 5 minutos a 100°C e submetida a 

cromatografia líquida de alta performance (HPLC) usando-se uma coluna de 

fase reversa do tipo Nucleosil Ci8, 5pm (145 x 4,5 mm). O gradiente era de 20 

a 40% de acetonitrila contendo 0,05% de ácido trifluoracético durante um 

período de 60 minutos, com fluxo de 1 mlminí'. Na figura 25B é ilustrada a 

reação do substrato Abz-dRRL-EDDnp com termolisina através do registro da 

fluorescência contínua (Xem = 420 nm, Àex = 320 nm).
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Figura 26 - Perfil de eluição da incubação do Abz-dRRL-EDDnp com

termolisina (A). Registro da fluorescência contínua da reação do substrato

Abz-dRRL-EDDnp com termolisina (B).



j Figura 27 - Reação do substrato Abz-dRRL-EDDnp com a- 
* ciuimotriosina.

Perfil de eluição do substrato Abz-dRRL-EDDnp após incubação com 

a-quimotripsina (8 pg ml'1) (27A). A incubação do substrato (10 nmol) com 

a-quimotripsina (8 pg ml'1) foi realizada em um volume final de 100 pl de 

tampão Tris-HCl, pH 7,5 a 37°C por 60 minutos. A reação era interrompida 

através de aquecimento durante 5 minutos a 100°C e submetida a 

cromatografia líquida de alta performance (HPLC) usando-se uma coluna de 

fase reversa do tipo Nucleosil Cis, 5prn (145 x 4,5 mm). O gradiente era de 20 

a 40% de acetonitrila contendo 0,05% de ácido trifluoracético durante um 

período de 60 minutos, com fluxo de 1 mlmim'1. Na figura 25B é ilustrada a 

reação do substrato Abz-dRRL-EDDnp com termolisina através do registro da 

fluorescência contínua (2iem = 420 nm, À,ex = 320 nm).
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Figura 27 - Perfil de eluição da incubação do Abz-dRRL-EDDnp com a-

quimotripsina (A). Registro da fluorescência contínua da reação do

substrato Abz-dRRL-EDDnp com oc-quimotripsina (B).



j Abz-dR-R-L-EDDnp
| Abz-dR-R-F-EDDnp
| Abz-dR-R-V-EDDnp
{Abz-R-R-V-DDnp
’ Abz-G-G-dF-L-R-R-V-EDDnp

<T> <z>

£l> 
Q.
O
<s>

Tabela 06 - Incubação dos peptídeos Abz-dRRL-EDDnp, Abz-dRRF-EDDnp, Abz-dRRV-EDDnp, Abz- 
RRV-EDDnp e Abz-GGdFLRRV-EDDnp com NEPr (0,5 pg ml-1), ACE (10 pg ml-1), termolisina (0,15 
pg ml-1), tripsina (15 pg ml"1) e a-quimotripsina (8 pg ml"1).

00 
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5.4. Espectro de emissão (b* = 320 ) do Abz-
GGdFLRRV-EDDnp, Abz-GGdFLRR, Abz-dRRL-EDDnp 

e Abz-dRR

O espectro de emissão do (Xex=320) Abz-GGdFLRRV-EDDnp é mostrado 

?a figura 28. A intensidade de fluorescência máxima do produto Abz-GGdFLRR 

emitida a 420 nm foi cerca de 50 vezes à fluorescência apresentada pelo substrato 

Abz-GGdFLRRV-EDDnp. O espectro de emissão do (Xex=320 ) substrato Abz- 

IRRL-EDDnp e do produto Abz-dRR é mostrado na figura 29. A intensidade de 

fluorescência máxima dos produtos Abz-dRR, Abz-dRR e Abz-dRR emitida a 420 

im, gerados após total hidrólise dos substratos Abz-dRRL-EDDnp, Abz-dRRF- 

EDDnp e Abz-dRRV-EDDnp pela NEPr foi cerca de 80, 84 e 82 vezes à 

fluorescência dos respectivos substratos (Tabela 07).

5.5. Curva de calibração da fluorescência emitida 

pelo Abz-GGdFLRR e Abz-dRR

Uma curva de calibração de fluorescência (Xex=320, Xem=420) foi construída

com várias concentrações do produto Abz-GGdFLRR (Figura 28B) e do produto

Abz-dRR (Figura 29B). Foram também construídas curvas de calibração para os

produtos gerados da hidrólise dos substratos Abz- dRRF-EDDnp e Abz-dRRV-

EDDnp pela NEPr. Essas curvas foram utilizadas paia converter os valores da

fluorescência do produto liberado em moles do respectivo substrato, hidrolisado por

unidade de tempo.
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Comprimento de Abz-GGdFLRR (pM)
Onda (nm)

Figura 28 - Espectro de emissão (À ex = 320 nm) de uma solução 

contendo 10 pM de Abz-GGdFLRRV-EDDnp, em tampão Tris-HCl 

50 mM, pH 7,5 antes (curva inferior) e após (curva superior) sua 

total hidrólise com NEPr (A). Curva de calibração da fluorescência 

(À em = 420 nm, ÀeX= 320 nm) emitida por diferentes concentrações 

de Abz-GGdFLRR em Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 (B).
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450400
Comprimento de

Onda (nm)
Abz-dRR (pM)

Figwra 29 - Espectro de emissão (Àex=320 nm) de uma solução 

contendo 10 pM de Abz-dRRL-EDDnp, em tampão Tris-HCl 50 

mM, pH 7,5 antes (curva inferior) e após (curva superior) sua total 

hidrólise com NEPr (A). Curva de calibração da fluorescência 

(Àem= 420 nm, Àex= 320 nm) emitida por diferentes concentrações de 

Abz-dRR em Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 (B).
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Tabela ®7 - Aumento da fluorescência após total

hidrólise dos substratos fluorogênicos pela 'NEPr. 

F?/F/ 

80

1 Abz-G-G-dF-L-R-R-V-EDDnp

Peptídeos

i Abz-dR-R-L-EDDnp

■r ' ' ■ ' ‘
í Abz-dR-R-V-EDDnp

A fluorescência (Fi) foi medida em 

espectrofluorômetro (Xew = 420 e kex = 320). NEPr foi 

adicionada e a fluorescência foi medida até que fosse 

alcançado um valor constante (Fz).
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5.6. Ensaio fiuorimétrico c o n t í n o o

O ensaio fluorimétrico foi realizado com o registro contínuo do aumento da 

fluorescência, quando várias concentrações de NEP recombinante purificada 

(Figura SOA) ou várias alíquotas de homogenato de rim (Figura SOB) foram 

incubadas separadamente com o substrato Abz-dRRL-EDDnp durante um período 

de 5 minutos. Quando a incubação foi realizada na presença de fosforamidon na 

concentração de 1 pM a hidrólise do substrato pela NEP recombinante foi 

totahnente inibida.

A atividade da NEP em preparações membranares de rim, pulmão, cérebro 

de rato, homogenato de placenta, de membrana amniótica e cordão umbilical 

encontram-se na tabela OS. A atividade da NEP presente em todas essas frações 

membranares foi totalmente inibida quando se realizou uma pré-incubação com 1 

pM de fosforamidon. A presença de captopril na concentração de 1 pM não alterou 

a hidrólise pela NEP presente nessas preparações. Esses mesmos resultados foram 

também demonstrados com os experimentos realizados sob as mesmas condições 

com os substratos Abz-dRRF-EDDnp, Abz-dRRV-EDDnp e Abz-GGdFLRRV- 

EDDnp.



Resultados

/./

Homogenato 
de rim (ixl)

4 + Fosforamidon
1 ........N" ■ ' ■
2 3

Tempo (min)

Fiígwa 3® - Registro da fluorescência contínua da hidrólise do 

substrato Abz-dRRL-EDDnp com NEPr (5-20 ng) (A) ou com 

homogenato de rim (1-4 pl) (B) em um volume final de 

500 pl de tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, a 37 °C. A 

quantidade de Abz-dRR liberado foi calculado a partir da 

curva de calibração.
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Tabela - Determinação da atividade da NEP

___
*as atividades expressam as médias + desvio padrão de 6 diferentes

i Pulmão
r

determinações.

Cordão umbilical 2,76 ± 0,54

. ..... .. . . .. ■ .

i Placenta 3,38 ±0,31
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5-7. Pmrif icação da endopeptidase neutra d® plasma
semímaí humano

Os procedimentos de purificação e dados de recuperação da atividade da 

endopeptidase neutra do plasma seminal humano, estão demonstrados na tabella 09. 

O procedimento resultou numa purificação de 200 vezes com recuperação de 13,1 

para a atividade da NEP.

Inicialmente o plasma seminal humano foi exaustivamente dialisado e 

cromatografado em coluna de DEAE-Celulose. A atividade enzimática (NEP) foi 

monitorizada em espectrofluorômetro, utilizando-se como substrato o peptídeo Abz- 

dRRL-EDDnp. As frações eluídas com força iônica de 100 mM de NaCl 

apresentaram maior atividade enzimática e foram agrupadas e concentradas num 

único “pool”, resultando em um volume de 5 ml de enzima semi-purifícada. Os 

resultados obtidos estão reunidos na figura 311

5o8o Cromatografia d© troca iônica em HPLC

A fração enzimática obtida da cromatografia de troca iônica em coluna de

DEAE-Celulose, foi submetida a cromatografia de troca iônica em HPLC. Após

desenvolvida a cromatografia, com gradiente de NaCl nas concentrações de 30 -

100%, obteve-se um “pool” de enzima ativa (Figura 32)O



I
 Etapa dé

• ■ »--

punficaçao

Amostra bruta. DEAE-Celulose

! DEAE-HPLC

• KfWAS nrc.tu--< t çs--.~.t svxe*: Vi f£t>^ .-rr-
; < ■■■ >

Proteína total 
(mg)

625

19,8

■ , 11 ■■■ ''

■ Z-
Atividade total

(nmol/h)•ví

’>r

Adyidade 
especifica 

(nmol/h/ mg)

1,65

■77 9

índice de 
purificação

1

16,9

A

0,2 73 365 221

Recuperação 
da atividade

/O/ X(/o)

R
esultados

Tabela 09 - Etapas de purificação da endopeptidase neutra do plasma seminal

A atividade enzimática foi avaliada com alíquotas de 50 pl de cada passo de purificação. O peptídeo Abz-dRRL- 
EDDnp foi utilizado como substrato. As atividades foram expressas como nmoles do substrato hidrolisado por hora e a 
concentração de proteínas foi determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976). A atividade específica esta 
expressa como nmoles do substr ato clivado por hora por mg de proteína.

o
00



[ Figura 31 - Cromatografia de troca iônica em DEAE-Celulose do 
I plasma seminal humano após diálise.

O plasma seminal humano foi dialisado contra tampão Tris-HCl 50 

mM, pH 7,5 e submetido à cromatografia de troca iônica em coluna de DEAE- 

Celulose (30 x 2,6 cm) equilibrada com o mesmo tampão, na temperatura de 

4°C. Após aplicação, o material foi eluído por aumento da força iônica com 

NaCl nas concentrações de 50 mM, 100 mM, 200 mM e 500 mM no mesmo 

tampão. A absorbância do efluente da coluna foi monitorizada em 280 nm. As 

frações colhidas foram de 2 ml e as alíquotas para o ensaio da atividade 

enzimática de 50 pl. O substrato utilizado foi o Abz-dRRL-EDDnp. A 

determinação da atividade enzimática está descrita em material e métodos.



Fngoira 31 - Crom
atografia de troca iônica em coluna de D

EA
E-

^■220 (UFE — 0,1)

Atividade Enzimática
(Unidades arbitrárias de fluorescência x 10 4)

R
esultados

'O 
o
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Fagora 32 - Cromatografia de troca iônica - HPLC

A fração enzimática obtida da cromatografia de troca iônica em 

coluna de DEAE-Celulose e concentrada foi submetida a 

cromatografia de troca iônica-HPLC. Após desenvolvida a 

cromatografia, com Tris NaCl na concentração de 30-100%, obteve- 

se um “pooF de enzima ativa.
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5.9. IPeso molecular da ozima purificada do plasma 

seminal

Na eletroforese sem SDS foi identificada uma única banda, que coincidiu 

com o pico de atividade enzimática. Na eletroforese com SDS apareceu uma única 

banda com peso molecular em tomo de 100 kD, como visualizada através de 

comparação com padrão de proteínas (Figura 33).

5.10. Determinação da constante de Michaetís- 

Mentem

O Km para a enzima purificada do plasma seminal humano foi de 6,8 pM 

determinado pelo “plot” de Lineweover-Burk, utilizando o programa ENZFTTTER 

(R. J. Leatherbarrow) (Figura 34).
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Figura 33 - Eletroforese em placa de gel de poliacrilamida 

da endopeptidase neutra purificada do plasma seminal 

humano.

As amostras recuperadas da cromatografia de DEAE-HPLC 

foram submetidas a eletroforese na presença de SDS. As proteínas 

usadas como marcadores de peso molecular foram: anidrase 

carbônica (29 kD) ovalbumina (45 kD), albumina bovina (66 kD), 

fosforilase B (97 kD), P-galactosidase (116 kD) e miosina (205 kD). 

As proteínas foram visualizadas através coloração pelo Coomassie 

Brilliant Blue (CBB).
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Figura 34 - Gráfico da constante de Michaelis-Menten da endopeptidase 

neutra purificada do plasma seminal humano.
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5.11. Hidrólise do sybstrato f fimorogênicos com 

apagamento intramolecuíar de fluorescência (Abz- 
dRRL-EDDnp) pela NEP purificada do plasma seminal 
humano

A incubação do substrato Abz-dRRL-EDDnp com NEP purificada do 

plasma seminal humano resultou na formação dos fragmentos complementares Abz- 

dRR e L-EDDnp (Figura 35) Essa atividade foi totalmente inibida na presença de 

fosforamidon 1 pM como demonstrado pela exclusiva ausência dos produtos Abz- 

dRR e L-EDDnp (Figura 36). Resultado semelhante foi observado pelo registro da 

fluorescência na ausência (Figura 35B) e na presença de fosforamidon 1 pM 

(Figura 36B).

A pré-incubação da enzima purificada com captopril 1 pM não alterou a 

hidrólise desse substrato pela NEP purificada do plasma seminal humano (Figura 

37A). Resultados semelhantes foram encontrados no ensaio com registro contínuo 

da fluorescência (Figura 37B).

5.12. Determinação do pH ótimo

O pH ótimo para a enzima purificada do plasma seminal humano situa-se em 

tomo de 7,0.



[ Figura 35 - Hidrólise do substrato Abz-dRRL-EDDnp com NEP
■ purificada do plasma seminal humano.

Perfil de eluição do substrato Abz-dRRL-EDDnp após incubação com 

NEP purificada do plasma seminal (A). A incubação do substrato (10 nmol) 

com NEP purificada (50 pl) foi realizada em um volume final de 100 pl de 

tampão Tris-HCl, pH 7,5 a 37°C por 60 minutos. A reação foi interrompida 

através de aquecimento durante 5 minutos a 100°C e submetida a 

cromatografia líquida de alta performance (HPLC) usando-se uma coluna de 

fase reversa do tipo Nucleosil Cj8, 5pm (145 x 4,5 mm). O gradiente era de 20 

a 40% de acetonitrila contendo 0,05% de ácido trifluoracético durante um 

período de 60 minutos, com fluxo de 1 mlmim'1. Os produtos eram detectados 

com absorbância UV (220 nm) e fluorescência (Xem = 420 nm, Àex = 320 nm) 

com os detectores arranjados em série. Na figura 34B é ilustrada a hidrólise 

do substrato Abz-dRRL-EDDnp com NEP purificada do plasma seminal 

humano através do registro do aumento da fluorescência contínua. 

(Lem “ 420 nm, Xex = 320 nm).
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Fngwra 35 - Perfil de eluição dos produtos gerados após incubação do Abz-

dRRL-EDDnp com NEP purificada do plasma seminal humano (A).

Registro da fluorescência contínua da hidrólise do substrato Abz-dRRL°

EDDnp com NEP purificada do plasma seminal humano(B).



Figura 36 - Reação do substrato Abz-dRRL-EDDnp com NEP purificada
do plasma seminal humano na presença de fosforamidon lpM.

Perfil de eluição do substrato Abz-dRRL-EDDnp após incubação com 

NEP purificada do plasma seminal na presença de fosforamidon 1 pM. A 

incubação do substrato (10 nmol) com NEP (50 pl) foi realizada em um 

volume final de 100 pl de tampão Tris-HCl, pH 7,5 a 37°C por 60 minutos. A 

reação foi interrompida através de aquecimento durante 5 minutos a 100°C e 

submetida a cromatografia líquida de alta performance (HPLC) usando-se 

uma coluna de fase reversa do tipo Nucleosil Cj8, 5pm (145 x 4,5 mm). O 

gradiente era de 20 a 40% de acetonitrila contendo 0,05% de ácido 

trifluoracético durante um período de 60 minutos, com fluxo de 1 mlminf1. A 

reação era detectada com absorbância UV (220 nm) e fluorescência 

(Àera = 420 nm, Lex = 320 nm) com os detectores arranjados em série. Na 

figura 35B é ilustrada a reação do substrato Abz-dRRL-EDDnp com NEP 

purificada do plasma seminal humano na presença de fosforamidon 1 pM 

através do registro da fluorescência contínua (Leni = 420 nm, Àex = 320 nm).
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Fngaura 36 - Perfil de eluição da incubação do Abz-dRRL-EDDnp com NEP

purificada do plasma seminal humano na presença de 1 pM de

fosforamidon (A). Registro da fluorescência contínua da reação do

substrato Abz-dRRL-EDDnp com NEP purificada do plasma seminal

humano na presença de 1 pM de fosforamidon (B).



Figura 37 - Reação do substrato Abz-dRRL-EDDnp com NEP purificada
do plasma seminal humano na presença de captopril IpM.

Perfil de eluição do substrato Abz-dRRL-EDDnp após incubação com 

NEP (50 pl) purificada do plasma seminal na presença de captopril 1 pM. A 

incubação do substrato (10 nmol) com NEP foi realizada em um volume final 

de 100 p.1 de tampão Tris-HCl, pH 7,5 a 37°C por 60 minutos. A reação foi 

interrompida através de aquecimento durante 5 minutos a 100°C e submetida a 

cromatografia líquida de alta performance (HPLC) usando-se uma coluna de 

fase reversa do tipo Nucleosil Cig, 5pm (145 x 4,5 mm). O gradiente era de 20 

a 40% de acetonitrila contendo 0,05% de ácido trifluoracético durante um 

período de 60 minutos, com fluxo de 1 miminf'. Substrato e produtos 

eram detectados com absorbância UV (220 mn) e fluorescência 

(Xem = 420 nm, Xex = 320 nm) com os detectores arranjados em série. Na figura 

36B é ilustrada a reação do substrato Abz-dRRL-EDDnp com NEP 

purificada do plasma seminal humano na presença de captopril 1 pM, através 

do registro da fluorescência contínua (Àem ~ 420 nm, Àex = 320 nm).
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Fnguflira 37 - Perfil de eluição da incubação do Abz-dRRL-EDDnp com NEP

purificada do plasma seminal humano na presença de 1 pM de captopril

(A). Registro da fluorescência contínua da reação do substrato Abz-dRRL-

EDDnp com NEP purificada do plasma seminal humano na presença de 1

pM de captopril (B).
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Estudo de Novos Ensaios

PARA ENDOPEPTSDãSE NEUTRA

Uma Aplicação dos Novos Ensaios



Discussão

A especificidade de substratos para NEP foi estudada utilizando enzimas 

purificadas do rim de coelho (KERR e KENNY, 1974a e b), de rato (MALFROY e 

SCHWARTZ et al., 1982), de origem humana (ALMENOFF et al., 1981) e mais 

recentemente, através da obtenção de uma forma de NEP recombinante (NEPr) 

solúvel, expressada na superfície de células COS-1 ((LEMAY et al., 1989; 

FOSSIEZ et al., 1992). Essa forma solúvel de enzima apresenta parâmetros 

cinéticos semelhantes àqueles obtidos com NEP solubilizada das membranas em 

borda de escova do rim de coelho (DEVAULT et al., 1987; LEMAY et al., 1989; 

FOSSIEZ et al., 1992). Portanto, essa forma de NEPr solúvel representa uma 

importante ferramenta para o estudo estrutural do seu sítio catalítico assim como 

para fornecer importantes informações a respeito de sua seletividade de substratos. 

Essa forma de NEPr, foi utilizada no presente estudo.

A atividade da NEP foi inicialmente caracterizada usando o substrato 

radioativo [3H]Leu-encefalina (VOGEL e ALTSTEIN, 1977; LLORENS et al., 

1982). Como todas as ligações peptídicas na molécula do substrato eram sensíveis a 

hidrólise por várias peptidases (SCHWARTZ et al., 1981), e em particular a 

aminopeptidases, outros substratos mais específicos foram desenvolvidos.

O pentapetídeo d-[3H]Ala2-Leu-encefalina (Y-dA-G-F-L) (Tabela 10) foi 

desenvolvido através da substituição da Gli por uma dAla a qual oferece 

resistência a ação de aminopeptidases e de dipeptidil aminopeptidases (LLORENS 

et al., 1982; SCHWARTZ et al., 1982). Embora esse ensaio radioativo tenha 

vantagens semelhantes àqueles do presente estudo, tais como alta sensibilidade e 

utilização de peptídeos sintéticos, os quais são bons substratos para a NEP, ele 

apresenta alguns inconvenientes: a) utilização de material radioativo; b) é um 

procedimento demorado, pois necessita da separação dos produtos da reação 

através de colunas cromatográficas; c) tem baixa especificidade e reprodutibilidade 
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para a NEP, pois os substratos e produtos são susceptíveis à ação de outras 

enzimas.

A atividade da NEP também tem sido detectada usando uma reação de duas 

etapas, utilizando ensaios enzimáticos baseados na determinação colorimétnca ou 

fluorimétrica do composto 2-nitroanilina (2-NA) liberado dos substratos glutaiil-A- 

A-F-2-NA (ALMENOFF et al., 1981) ou benzil-G-R-R-L-2-NA, por ações 

sucessivas da NEP e da aminopeptidase (ALMENOFF e ORLOWISKY, 1984) 

(Tabela 10). O primeiro passo da reação é a hidrólise da ligação peptídica interna 

R-L e R-F respectivamente. O segundo passo é a liberação do grupo 2-NA por ação 

de aminopeptidase purificada que é adicionada à reação.

Como esses ensaios dependem da atividade de duas enzimas não são 

obviamente, satisfatórios para o estudo enzimático completo, como por exemplo a 

interação de subsítios. O ensaio da NEP com esses substratos não permite o registro 

contínuo da atividade enzimática como ocorre com os experimentos utilizando 

substratos fluorogênicos. Outras limitações desse método são: a) consome tempo 

pois é realizado em duas etapas distintas; b) os diferentes graus de pureza da 

aminopeptidase N, podem alterar a reprodutibilidade do método; e c) em relação 

ao estudo dos inibidores da NEP, é necessário também controlar a possível 

inibição da aminopeptidase N.

Os peptídeos fluorogênicos dansil-dA-G-F-(pNO2)-G (FLORENTIN et al., 

1984) e dansil-G-F-(pNO2)-PA (GOUDREAU et al., 1994) têm sido utilizados em 

ensaios fluorimétricos da NEP, os quais embora sejam semelhantes aos métodos do 

presente estudo, mostram algumas desvantagens: a intensidade da fluorescência dos 

produtos enzimáticos são somente 5 a 10 vezes à fluorescência basal dos 

respectivos substratos, enquanto os resultados do presente estudo, demonstraram
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que a intensidade de fluorescência do Abz-GGdFLRRV é cerca de 50 vezes maior 

que aquela do substrato Abz-GGdFLRRV-EDDnp; os valores da intensidade de 

fluorescência do fragmento Abz-dRR, Abz-dRR e do Abz-dRR gerados por ação da 

NEPr sobre os substratos Abz-dRRL-EDDnp, Abz-dRRF-EDDnp e Abz-dRRV- 

EDDnp foi aproximadamente de 80, 84 e 82 respectivamente. Esse signifícante 

aumento da fluorescência indica o eficiente efeito apagador do grupo N-(2,4- 

dinitrofenil)-etileno diamino (EDDnp) sobre o grupo fluorescente Abz.

Os valores da constante de especificidade £ca( / Km dos substratos Dansyl- 

dA-G-F-(pNO2)-G e dansil-G-F-(pNO2)-pA (Tabela 10) são aproximadamente 25 

vezes menores que o valor daquele do Abz-GGdFLRRV-EDDnp, sugerindo uma 

eficiente hidrólise do Abz-GGdFLRRV-EDDnp pela NEP. Os substratos Abz- 

GGdFLRRV-EDDnp, Abz-dRRL-EDDnp, Abz-dRRF-EDDnp e Abz-dRRV- 

EDDnp apresentaram um baixo Km, sugerindo portanto, uma eficiente ligação.

Apesar dos substratos Abz-dRRL-EDDnp, Abz-dRRF-EDDnp e Abz- 

dRRV-EDDnp apresentarem valor de £cal / Km menor que o apresentado pelo Abz- 

GGdFLRRV-EDDnp, ele é maior que o valor de todos os outros pequenos 

peptideos mostrados na tabela 10.

Todos os substratos mostrados na tabela 10, contêm um resíduo hidrofóbico 

(Leu, Fen ou Vai) na posição P’i, uma condição essencial para atividade da NEP 

(ROQUES et al., 1993, SPUNG1-B1ALIK et al., 1996). Portanto, os excelentes 

parâmetros cinéticos dos substratos Abz-dRRL-EDDnp, Abz-dRRF-EDDnp Abz- 

dRR V-EDDnp e Abz-GGdFLRRV-EDDnp, podem ser explicados pelas interações 

de seus grupos com os sub-sítios da NEP. Nesses substratos, a presença do 

grupamento EDDnp na posição P'2, pode sugerir uma forte interação com o 

subsítio S'2 da NEP.



- • . 1 •.

Substratos . ,n

......... (pM)..-.-

.

Kat
.(.min). LU

«3T-.IV

Kcat/K^ Referências
jL . .... '

Abz-dR-R 4 L-EDDnp 2,8 ± 1.5a 5,3 2 -
Abz-dR-R 4 F-EDDnp 5± 1.5a 7 1,4 -
Abz-dR-R 4 V-EDDnp 3,7 ± 1.5a 5,1 1,3 -
Abz-R-R 4 V-EDDnp 1,8 ± 1,5a 5,6 3,1 -
Abz-G-G-F-L-R-R 1 V-EDDnp 17 ± 1,5a 736 43 CARVALHO et al., 1995, 1996
Abz-G-G-dF-L-R-R 4- V-EDDnp 3 ± 2a 127 42 CARVALHO et al., 1995, 1996
Y-dA-G 4 F-L 22 508 23 FOSSIEZ et al, 1992

19 - - MALFROY e SCHWARTZ, 1982
49 - - LLORENS et al., 1982

Glutaryl-A-A F-2NA 590 592 1 ALMENOFF et al., 1981
Benzyl-G-R-R 4< L-2NA 180 240 1.3 ALMENOFF e ORLOWISKY, 1984
Dansyl-dA-G F-(pNO2)-G 45 59 1.3 FLORENTIN et al., 1984

i Dansyl-G F-(pNO2)-PA 
Suc-Á-A 4- F-NH-Np

37 68 1.8 GOUDREAU et al., 1994
76 2.19 0.029 SPUNGIN-BIALIK et al., 1996

i Suc-A-A 4 L-NH-Np 5,1 290 0.017 SPUNGIN-BIALIK et al, 1996
Suc-P-A 4 F-NH-Np 0.905 50 0.018

... .-.T. - li 1T..'ri. .ttwjc

SPUNGIN-BIALIK et al., 1996

Tabela W » Comparação entre os parâmetros cinéticos dos ensaios do presente estudo e outros métodos utilizados 
atualmente para quantificar a atividade da NEP. As setas indicam o ponto de hidrólise.
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A tabela 11 mostra os resultados obtidos da reação quando foram utilizadas 

NEPr, outras metalo-endopeptidases (ACE e termolisina) e serinoproteases 

(tripsina e oc-quimotripsina) com Abz-dRRL-EDDnp, Abz-dRRF-EDDnp Abz- 

dRRV-EDDnp, Abz-GGdFLRRV-EDDnp, Abz-RRV-EDDnp e outros substratos 

peptídeos sintéticos usados atualmente nos ensaios para a NEP. Ao contrário de 

todos os outros substratos presentes na tabela 11, somente Abz-dRRL-EDDnp, 

Abz-dRRF-EDDnp e Abz-dRRV-EDDnp foram totalmente resistentes a ACE, 

termolisina, tripsina e oc-quimotripsina. A incubação dos substratos Abz-dRRL- 

EDDnp, Abz-dRRF-EDDnp, Abz-dRRV-EDDnp e Abz-GGdFLRRV-EDDnp com 

todas as preparações membranares foi totalmente inibida pelo fosforamidon na 

concentração de 1 pM mas não na presença de 1 pM de captopril, um potente 

inibidor da ACE. Esses resultados demonstram a alta resistência desses substratos a 

outras proteases tissulares.

O peptídeo fluorogênico Abz-GGFLRRV-EDDnp tem sido usado em um 

ensaio seletivo para a endo-oligopeptidase A (Endo-A, EC 3.4.25.15) uma enzima 

que inativa vários hormônios-peptídeos (CAMARGO et al., 1985; CAMARGO 

et al., 1987, JULIANO et al., 1990). A Endo-A hidrolisa esse substrato na ligação 

L-R. No presente estudo, a incubação desse substrato com fração membranar de 

rim, foram observados três tipos de divagem nas seguintes ligações: R-V, L-R e F- 

L. A presença de 1 pM de fosforamidon, um inibidor específico da NEP, inibiu 

totalmente a hidrólise da ligação R-V. Esses experimentos demonstraram que a 

ligação R-V foi hidrolisada pela NEP, a ligação L-R foi provavelmente devido a 

ação da Endo A (JULIANO et al., 1990; CARVALHO et al., 1992; CARVALHO 

et al., 1996) e a hidrólise da ligação F-L foi por uma atividade ainda desconhecida 

(CARVALHO et al., 1996). Esses resultados demonstraram que o Abz- 

GGFLRRV-EDDnp não é um substrato específico para a NEP, não podendo 

portanto ser utilizado para um ensaio seletivo para essa enzima.



j (1) Abz-dR-R-L-EDDnp (+) (")
(2) Abz-dR-R-F-EDDnp (+) (-)
(3) Abz-G-G-dF-L-R-R-V-EDDnp (+) (-)

j (4) Suc-A-A-F-NH-Np (+) nd
(5) Suc-A-A-L-NH-Np (+) nd
(6) Suc-P-A-F-NH-Np nd

(-) (-) (-)
(-) (-) (-)
(-) (+) (-)
(+) nd nd
(+) nd nd
(+)........ nd nd

Tabela 11 - Comparação entre os ensaios do presente estudo e outros métodos utilizados atualmente paia quantificar 
a atividade da NEP. [nd = não demonstrado; (+) = substrato hidrolisado; (-)(+) = substrato não hidrolisado]
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Estudos já demonstraram que os grupamentos Abz e EDDnp na extremidade 

amino e carboxiterminal respectivamente, protegem os peptídeos da ação de 

aminopeptidases, carboxipeptidases assim como da ACE (CARVALHO et al., 

1995; CARVALHO et al., 1996). No entanto, esses grupos não protegem os 

peptídeos contra a ação da termolisina e da tripsina. Os substratos Abz-RR V- 

EDDnp contendo um resíduo de R na posição P’2, foi hidrolisado pela tripsina 

(Tabela 11). Portanto, a presença de uma dR na posição P’2 assegurou total 

proteção aos substratos Abz-dRRL-EDDnp, Abz-dRRF-EDDnp e Abz-dRRV- 

EDDnp contra a ação da termolisina e tripsina. Finalmente, pode ser sugerido 

também que o EDDnp assegura total proteção da ligações L-EDDnp, F- 

EDDnp e V-EDDnp da ação da a-quimotripsina, desde que não há envolvimento 

de um aminoácido.

Os peptídeos Suc-p-A-A-F-NH-Np, Suc-p-A-A-L-NH-Np e Suc-p-A-F-NH- 

Np (SPUNGIN-BIALIK et al., 1996) apresentam especificidade menor (^ / Km) 

que todos os outros substratos presentes na tabela 10 e como também observado 

nessa mesma tabela, esses substratos não são específicos para NEP, desde que 

foram hidrolisados pela termolisina, ao contrário dos substratos Abz-dRRL- 

EDDnp, Abz-dRRF-EDDnp e Abz-dRRV-EDDnp.

A atividade da NEP foi determinada em várias frações membranares com o 

substrato Abz-dRRL-EDDnp: no rim a atividade foi de 152 ±12 nmol / mg / 

min (valores da média ± desvio padrão de 6 experimentos independentes); no 

pulmão foi de 16,7 ±1,5 nmol / mg / min e no cérebro foi de 2,7 ± 0,2 nmol / mg / 

min. Resultados semelhantes foram obtidos com os substratos Abz-dRRF-EDDnp 

e Abz-dRRV-EDDnp. As atividades relativas da NEP nesses tecidos foram 

semelhantes àquelas determinadas por outros métodos já publicados (LLORENS et 
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al., 1982; SCHWARTZ et al., 1981; FLORENTIN et al., 1984; GOUDREAL et al., 
1994).

Apesar do peptídeo fluorogênico com apagamento intramolecular de 

fluorescência Abz-GGdFLRRV-EDDnp poder ser utilizado para o ensaio rápido, 

parcialmente seletivo, altamente sensível para NEP (CARVALHO et al., 1995; 

CARVALHO et al., 1996) e apresentar constantes catalíticas melhores que 

aquelas dos substratos Abz-dRRL-EDDnp, Abz-dRRF-EDDnp, Abz-dRRV- 

EDDnp e outros peptídeos sintéticos mostrados na tabela 10 ele foi hidrolisado na 

ligação R-R pela tripsina, sugerindo que esse substrato pode ser também 

susceptível a hidrólise por enzimas tripsina-símile presentes em preparações 

membranares.

Os resultados do presente estudo demonstraram que os peptídeos com 

apagamento intramolecular de fluorescência, Abz-dRRL-EDDnp, Abz-dRRF- 

EDDnp, Abz-dRRV-EDDnp são substratos mais específicos para a NEP que o 

substrato Abz-GGdFLRRV-EDDnp (CARVALHO et al., 1995; CARVALHO et 

al., 1996).

Durante os estudos de novos ensaios paia endopeptidase neutra (NEP, EC 

3.4.24.11) observou-se a presença de uma atividade no plasma seminal que, 

semelhante a NEP, hidrolisou o substrato Abz-dRRL-EDDnp na ligação R-L e essa 

atividade foi totalmente inibida na presença de 1 pM de fosforamidon, mas não na 

presença de 1 pM de captopril.

A possibilidade de utilização de ensaios fluorimétrico altamente específico, 

sensível e rápido permitiu a purificação dessa atividade a aparente homogeneidade.
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Após os seqüência de procedimentos cromatográficos convencionais, 

obteve-se uma purificação de 200 vezes com recuperação de 13,1 para a atividade 

da NEP purificada do plasma seminal.

Dentro dos critérios clássicos de homogeneidade, foi demonstrado que a 

enzima migrou com uma única banda em gel de poliacrilamida e quando submetida 

à eletroforese em condições desnaturantes na presença de SDS, apresentou uma 

única banda na região entre 66 e 97 kDa. A enzima purificada do plasma seminal 

apresentou as seguintes propriedades :a) peso molecular em tomo de 80.000 D; b) 

pH ótimo em tomo de 7,0; c) Knl em tomo de 6,8 pM; e d) a enzima foi inibida pelo 

fosforamidon na concentração de 1 pM.

O presente trabalho demonstrou a presença de uma atividade NEP-símile 

solúvel no plasma seminal. Essa atividade, após purificada, hidrolisou os substratos 

fluorogênicos Abz-dRRL-EDDnp na ligação R-L; o substrato Abz-dRRF-EDDnp 

na ligação R-F e o substrato Abz-dRRV-EDDnp na ligação R-V. A hidrólise desses 

substratos foi totalmente inibida na presença de lpM de fosforamidon e não foi 

inibida pelo captopril (1 pM).

Como demonstrado nesse estudo, a única atividade capaz de hidrolisar esses 

peptideos foi a NEP, indicando portanto a presença de uma provável forma solúvel 

de NEP no plasma seminal ou uma forma intimamente relacionada.

Uma forma solúvel de NEP foi detectada em vários fluidos biológicos tais 

como plasma, fluido cérebro espinhal, fluído amniótico (SPILLANTINI et al., 

1990) e plasma seminal (ERDOS et al., 1985).
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A NEP foi detectada no testículo em baixas concentrações, na próstata e no 

epidídimo em altas concentrações (ERDOS et al., 1985). A presença dessa enzima 

no trato genital masculino pode sugerir seu envolvimento em alguma função 

reprodutiva. Estudos prévios têm sugerido que, enzimas tipo termolisina converte a 

pró-acrosina em acrosina no espermatozóide e no testículo (MCRORIE et al., 

1976), e a NEP pertence a esse grupo de enzimas.

A capacidade de fertilizar do espermatozóide aumenta durante seu transito 

através do epidídimo. Durante esse percurso, o espermatozóide adquire motilidade, 

modificação estrutural da cromatina nuclear e de organelas da cauda e 

finalmente perda do remanescente citoplasmático. A elevada concentração de NEP 

nesses tecidos assim como, na próstata e fluido seminal pode promover todos esses 

processos (ERDOS et al., 1985).
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CONCLUSÕES

a) Os resultados do presente trabalho sugerem que substrato Abz-GGdFLRRV- 

EDDnp, que apresenta parâmetros cinéticos melhores que os substratos Abz- 

dRRL-EDDnp, Abz-dRRF-EDDnp e Abz-dRRV-EDDnp é mais indicado para 

os ensaios com NEP, quando se utiliza preparações enzimáticas purificadas.

b ) Esses resultados demonstram que os substratos Abz-dRRL-EDDnp, Abz-dRRF- 

EDDnp e Abz-dRRV-EDDnp, os quais apresentam melhor especificidade que o 

substrato Abz-GGdFLRRV-EDDnp, são mais indicados para os ensaios da 

atividade da NEP quando se utiliza preparações membranares.

c ) Através de ensaios com substratos altamente específicos para atividade da NEP, 

foi detectada uma forma solúvel de NEP ou uma forma intimamente 

relacionada, no plasma seminal. Essa atividade pode está relacionada com 

importantes eventos durante o processo de maturação espermática.

O significado funcional de uma forma de NEP solúvel e ligada a 

membrana é ainda assunto de especulação e requer pesquisas para elucidar o 

possível papel da NEP em vários fluidos biológicos.
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Baseado nos estudos de seletividade da NEP, a seqüência dos substratos 

fluorogênicos foi planejada. A endopeptidase neutra hidrolisa preferencialmente 

ligações peptídicas em resíduos aromáticos na posição P’j, sendo os resíduos L ou F 

os preferidos (ROQUES et al., 1993; SPUNGIN-BIALIK et al., 1996). A enzima 

mostra uma acentuada preferência por pequenos peptídeos, atuando tanto como 

uma endopeptidase ou como uma dipeptidil carboxipeptidase, liberando o 

dipeptídeo carboxi terminal (MALFROY e SCHWARTZ, 1982). Recentemente, 

através de estudos de sítio de mutagênese dirigida, foi sugerido a presença de dois 
resíduos de Arg no sítio catalítico da NEP. A Arg747 provavelmente interagindo 

com o grupo carbonila do resíduo P'i e Arg102 interagindo com o grupo carboxila do 

resíduo P’2 de alguns substratos. A localização dessas duas argininas, proposta por 

esse estudo, provavelmente explique porque a NEP pode atuar como dipeptidil 

carboxipeptidase e como uma endopeptidase (BEAUMONT et al., 1991).

Assim atuando como uma dipeptidil carboxipeptidase a NEP quebra a 

ligação G3-F4 da [Mef J-encefalina e da [Leu5]-encefalina as quais apresentam o 

grupo carboxi terminal livre que pode interagir com Arg presente no sitio 

catalítico da enzima (ERDOS e SKIDGEL., 1989). A NEP também apresenta 
atividade endopeptidásica hidrolisando a mesma ligação G3-F4 presente na [Mef ]- 

encefalina-Arg6-Fen7 e encefalinas (ROQUES et al., 1993).

Como resultado dessa atividade endopeptidásica era de se esperar que a 

NEPr atuasse na ligação G-F dos seguintes peptídeos sintéticos: Abz-GGFLR- 

EDDnp, derivado da dinorfma A^ (Tabela 03); Abz-GGFLRR-EDDnp e Abz- 

GGFLRQ-EDDnp derivados da dinorfma A].7 (Tabela 04) e do peptídeo derivado 

da dinorfma A, Abz-GGFLRRQ-EDDnp (Tabela 05). Como demonstrado por 

Carvalho e colaboradores (CARVALHO et al., 1996) e no presente estudo, os
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Baseado nos estudos de seletividade da NEP, a seqüência dos substratos 

fluorogênicos foi planejada. A endopeptidase neutra hidrolisa preferencial mente 

ligações peptidicas em resíduos aromáticos na posição Pj, sendo os resíduos L ou F 

os preferidos (ROQUES et al., 1993; SPUNGIN-B1ALIK et al., 1996). A enzima 

mostra uma acentuada preferência por pequenos peptídeos, atuando tanto como 

uma endopeptidase ou como uma dipeptidil carboxipeptidase, liberando o 

dipeptídeo carboxi terminal (MALFROY e SCHWARTZ, 1982). Recentemente, 

através de estudos de sítio de mutagênese dirigida, foi sugerido a presença de dois 

resíduos de Arg no sítio catalítico da NEP. A Arg7'17 provavelmente interagindo 

com o grupo carbonila do resíduo Pj e Arg102 interagindo com o grupo carboxila do 

resíduo P’2 de alguns substratos. A localização dessas duas argininas, proposta por 

esse estudo, provavelmente explique porque a NEP pode atuar como dipeptidil 

carboxipeptidase e como uma endopeptidase (BEAUMONT et al., 1991).

Assim atuando como uma dipeptidil carboxipeptidase a NEP quebra a 

ligação G3-F4 da [Met']-encefalina e da [Leu^J-encefalina as quais apresentam o 

grupo carboxi terminal livre que pode interagir com Arg presente no sitio 

catalítico da enzima (ERDOS e SK1DGEL., 1989). A NEP também apresenta 
atividade endopeptidásica hidrolisando a mesma ligação G3-F4 presente na [Mef ]- 

encefalina-Arg6-Fen7 e encefalinas (ROQUES et al., 1993).

Como resultado dessa atividade endopeptidásica era de se esperar que a 

NEPr atuasse na ligação G-F dos seguintes peptídeos sintéticos: Abz-GGFLR- 

EDDnp, derivado da dinorfina A^ (Tabela 03); Abz-GGFLRR-EDDnp e Abz- 

GGFLRQ-EDDnp derivados da dinorfina A 1.7 (Tabela 04) e do peptídeo derivado 

da dinorfina A, Abz-GGFLRRQ-EDDnp (Tabela 05). Como demonstrado por 

Carvalho e colaboradores (CARVALHO et al., 1996) e no presente estudo, os 
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peptídeos sintéticos Abz-GGFLR-EDDnp e Abz-GGFLRR-EDDnp também não 

foram hidrolisados pela NEPr. Dos peptídeos opióides, apenas a [Me?]-encefalina- 

Arg -Fen e as encefalinas são considerados bons substratos para a NEP, enquanto 

outros incluindo, dinorfinai-9 dinorfinai_k3, P-endorfina, a-neo-endorfína e p-neo- 

endorfina são considerados pobres substratos para essa enzima (HERSH, 1984). 

Apesar desses peptídeos apresentarem em sua estrutura a seqüência da [MeF]- 

encefalina ou da [Leu^J-encefalina, (considerados bons substratos para NEP) o 

motivo da má eficiência catalítica da NEP em clivar a ligação G-F, ainda é 

desconhecida (HERSH, 1984; ROQUES et al., 1993). Acredita-se que a 

conformação desses substratos de cadeia longa de alguma forma, possa impedir a 

eficiência da NEP em reconhecer a ligação G-F (HERSH 1984; ROQUES et al., 

1993). Provavelmente alguma alteração conformacional bloqueria a interação da 

ligação G-F com o sítio catalítico da enzima. (CARVALHO et al., 1996).

Os substratos fluorogênicos contendo a seqüência natural de diversos 

peptídeos opióides, foram utilizados na tentativa de elucidar porque esses 

substancias não são bons substratos para a NEP. Os resultados na tabela 2 e 3 

demonstram que:

a) A presença de um aminoácido básico R em P'2 nos derivados da dinorfina^ 

impede a hidrólise pela NEPr, enquanto a presença de aminoácido Q em P’2 

origina um ótimo substrato para a NEP.

b) A presença do par de aminoácidos básicos R-R em P’2 e P’3 impede a hidrólise, 

mas não quando é substituído pelos pares G-Q, S-Q e T-Q.



Discussão 123

Esses resultados demonstram que a presença de uma R em P’2 ou R-R em P'2 

e P’3, respectivamente, impedem a hidrólise dos peptídeos opióides fluorogênicos 

derivados da dinorfina]^ e dinorfinai.7. Esses resultados são semelhantes àqueles 

obtidos com os derivados naturais da dinorfina]^ e dinorfina].? que também são 

maus substratos para a NEP (HERSH 1984; ROQUES et al., 1993). Entretanto a 

substituição das argininas por aminoácidos neutros ou ácidos em P'2 e P'3 

resultaram em peptídeos que são substratos para a NEP. Os peptídeos contendo 

aminoácidos ácidos S e T foram mais eficientemente degradados que aquele 

contendo G, um aminoácido neutro.

A tabela 5 apresentando os peptídeos derivados da dinorfina A demonstram 

que:

a) O composto com 0 par R-R, derivado do peptídeo natural dinorfina A, não foi 

hidrolisado.

b) A substituição do par R-R por T-S originou um composto que foi 0 substrato 

hidrolisado com maior eficiência catalítica pela NEP dentre os demais da tabela.

Em resumo, nesses compostos, a presença de dupla R-R em P'2 e P’3 impede 

a hidrólise do peptídeo pela NEP e a presença de uma R em P'2 ou P'3 não impede a 

hidrólise desses compostos, ao contrário dos derivados da dinorfina A14, e dinorfina 

A].7. Entretanto, observa-se que a presença da dupla de aminoácidos ácidos T-S em 

P’2 e P’3 origina um excelente substrato para a NEP. Assim pode-se concluir que a 

presença de uma arginina em P’2 ou P'3 dificulta a hidrólise desses substratos pela 

NEP.
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É descrito que Arg747 presente no sítio catalítico da NEP interage com o 

grupo carbonilamida do resíduo P’j (ROQUES et al., 1993). Apresentamos a seguir 

duas hipóteses que podem explicar esses resultados:
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CONCLUSÕES

a) Podería ocorrer uma interação intramolecular entre as argininas em P’j e/ou P'2 

com a carbonila do aminoácido em P’i, neutralizando a sua carga negativa e 

impedindo a interação com Arg747 da NEP; consequentemente isso prejudicaria a 

atividade catalítica da enzima. Um modelo dessa hipótese é ilustrado abaixo:

Aminoácido j 
hidrofóbico p 

J
Argi nina

c
O/,
‘ % HN2 2

Z// 0z
NH2®

N. Pontes de hidrogênio

ARG7-17 NEP
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a) A presença do aminoácido ácido em P’j e/ou P’2 além de não impedir a interação 

entre a carbonila do aminoácido em P'i com a Arg747, resultaria em uma 

interação complementar com a Arg102, que nonnalmente liga-se ao grupamento 

carboxila livre em P’2> facilitando a ação da NEP. Um modelo dessa segunda 

hipótese é ilustrado abaixo:
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A grande maioria dos peptídeos que contém encefalinas apresentam uma 

dupla de aminoácidos básicos (Figura 05). Esses peptídeos estariam naturalmente 

protegidos da ação catalítica da NEP por provavelmente, dois motivos possíveis:

a) Os peptídeos contendo encefalinas não seriam apenas precursores das 

encefalinas, mas apresentariam também ações fisiológicas próprias. A NEP não 

seria então, a enzima de degradação fisiológica desses peptídeos contendo 

encefalinas;

b) Os precursores desses peptídeos contendo encefalinas deveríam está protegidos 

da ação da NEP até a formação das encefalinas. Esse fenômeno aumentaria o 

rendimento da biossíntese desses peptídeos.

Uma comprovação final dessas observações, seria o estudo através do sítio 
1Al 1 09de mutagênese dirigida com a substituição da Arg e Arg , por outros 

aminoácidos básicos, como His ou Lis e comparar a interação dessa forma de NEP 

mutante com uma forma ativa.
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Two intramolecularly quenched fluorogenic peptides containing o- 
aminobenzoyl (Abz) and ethylenediamine2,4-dinitrophenyl (EDDnp) 
groups at amino- and carboxyl-terminal arnino acid residues, Abz- 
DArg-Arg-Leu-EDDnp (Abz-oRRL-EDDnp) and Abz-DArg-Arg-Phe- 
EDDnp (Abz-üRRF-EDDnp), were selectively hydrolyzed by neutral 
endopeptidase (NEP, enkephalinase, neprilysin, EC 3.4.24.11) at the 
Arg-Leu and Arg-Phe bonds. respectively. The kinetic parameters for 
the NEP-catalyzed hydrolysis of Abz-oRRL-EDDnp and Abz-DRRF- 
EDDnp were Km = 2.8 pM, &C3I = 5.3 min'1, kcat/Km = 2 min’1 pM’1 and 
Km = 5.0 pM, itcal = 7.0 min’1, kcal/Kni = 1.4 min’1 pM’1, respectively. 
The high spccificity of these substrates was demonstrated by their 
resistance to hydrolysis by metalloproteases [thermolysin (EC3.4.24.2), 
angiotensin-converting enzyme (ACE; EC 3.4.24.15)], serineproteases 
[trypsin (EC 3.4.21.4), a chymotrypsin (EC 3.4.21.1)] and proteases 
present in tissue homogenates from kidney, lung, brain and testis. The 
blocked amino- and carboxyl-terminal amino acids protected these 
substrates against the action of aniinopeptidases, carboxypeptidases 
and ACE. Furthermore, dR amino acids ensured total protection of 
Abz-üRRL-EDDnp and Abz-üRRF-EDDnp against the action of ther
molysin and trypsin. Leu-EDDnp and Phe-EDDnp were resistant to 
hydrolysis by n-r-hyniotrypsin. The iiigh speeifiry of these substrates 
suggests their use for specific NEP assays in crudc enzyme prepara- 
tions.

Key words
• Neutral endopeptidase
• Enkephalinase
• Neprilysin
• Fluorogenic substrates
• Phosphoramidon

Neutral endopeptidase (NEP. enkepha
linase, neprilysin, EC 3.4.24.1 1) is a broadly 
specific zinc metalloendopeptidase which 
hydrolyzes internai peptide bonds on the 
amino side of hydrophobic amino acid resi
dues in P’| position. with Leu or Phe being 

the preferred amino acids. Shown to be widely 
distributed in various tissues. NEP is in- 
volved in the regulation and metabolism of a 
variety of biologically active peptides such 
as substance P, enkephalins, atrial natriuret
ic factor, bradykinin, gastrin, neurotensin. 
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and the chemotactic peptide (1.2).
Several synthetic substrates have been 

developed to measure NEP activity. such as 
radiolabeled peptides ([5H]Leu-enkephalin. 
D-[3H]Ala2-Leu-enkephalin) (3.4). chro- 
mogenic peptides (glutaryl-Ala-Ala-Phe- 
2NA. benzyl-Gly-Arg-Arg-Leu-2NA) (5.6) 
and fluorogenic peptides (dansyl-D-Ala-Gly- 
Phe(pNO2)-Gly. dansvl-Gly-Phe(pNO2)- 
BAla) (7.8).

Although the specificity of all these sub
strates for NEP is partial, and frequently the 
use of other protease inhibitors is required 
during incubation with NEP. they are used to 
monitor NEP purification. to determine its 
activity in differenttissues under physiologi- 
cal and pathological conditions, as wcll as to 
compare the kinetic parameters of different 
fonns ofrecombinant NEP produced by site- 
directed mutagenesis, to develop synthetic 
inhibitors which have been employed to study 
the physiological functions of NEP. and for 
clinicai use through the increased levei of 
endogenous peptides that are substrates for 
the enzyme (1.2.9).

Recently, we described a new intramo- 
lecularlv quenched fluorogenic substrate for 
NEP related to Leu-enkephalin, containing 
o-aminobenzoyl (Abz) and ethylenediamine 
2,4-dinitrophcnyl (EDDnp) groups at amino- 
and carboxyl-terminal amino acid residues. 
Abz-GGDFLRRV-EDDnp (10.11). This sub
strate presents at ieast one important advan- 
tage in relation to other prcviouslv described 
fluorogenic substrates for NEP: its kat/Km = 
40 mitr1 pM’1 is 20 times higher than that of 
dansyl-D-AIa-Gly-Phe(pNO2)-Gly (7) and 
dansyl-Gly-Phe(pNO2)-í3Ala (8). Although 
Abz-GGoFLRR V-EDDnpalso presents good 
specificity for NEP. since it is resistant to 
other metalloendopcptidases such as angio- 
lensin-converting enzyme (ACE; EC 
3.4.24.15) and thermolysin (EC 3.4.24.2). it 
is partially susceptible to degradation by 
trypsin-1 ike enzymes which may cleave the 
R-R bond.

In the present study. we document two 

new intramolecularly quenched fluorogenic 
substrates for NEP. Abz-üRRL-EDDnp and 
Abz-oRRF-EDDnp. which were totally re
sistant to the action of other metalloproteases 
(ACE. thermolysin). serineproteases (tryp- 
sin. EC 3.4.21.4 and chymotrypsin. EC 
3.4.21.1) and proteases present in homoge- 
nates of several tissues.

The intemally quenched fluorogenic pep
tides Abz-DRRL-EDDnp and Abz-üRRF- 
EDDnp were synthesized by the solution 
method (12.13). A recombinant soluble forrn 
of NEP (rNEP) was expressed using a 
baculovirus/insect-cell system and purified 
by immunoaffinity as previously described 
(14,15).

A crude membrane preparation was ob- 
tained from rat tissues as described earlier 
(10). Briefly, rat tissues were homogenized 
in 8 volumes (w/v)of50 mMTris-HCl buffer. 
pH 7.5, using a Potter homogenizer. the ho- 
mogenate was centrifuged for 10 min at 
1.000 g and the pellet was discarded. the 
supernatant was centrifuged at 80.000 g for 
60 min, the pellet was washed four times by 
resuspension in the same buffer used for 
homogenization and centrifuged under the 
conditions described above. and the result- 
ing pellet, resuspended in 50 mM Tris-HCl 
buffer, pH 7.5 (1/8; w/v). was used as the 
enzyme source. Protein was measured by the 
method of Bradford (16). Angiotensin-con- 
vertingenzyme was purified from guinea pig 
serum (17).

The synthetic substrates (Abz-DRRL- 
EDDnp and Abz-üRRF-EDDnp) and their 
enzymatic produets were characterizcd by 
high-performance liquid chromatography 
(HPLC) as follows: the substrate (20 nmol) 
was incubated with purified rNEP (600 ng) 
or crude enzyme fractions (1-10 ul) in a final 
volume of 100 ul 50 mM Tris-IlCI buffer. 
pH 7.5, at 37°C for 60 min. In inhibition 
assays.-the enzyme was prcincubated with I 
pM phosphoramidon for 20 min before in
cubation with substrates. The reaction was 
stopped by hcating for 5 min at 100°C. After 
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ntrifugation at 10.000 g for 10 min. lhe 
pematant fraction was injected into an 
PLC column (Nucleosil 5 pm Clg. 145 x 
5 mm) and eluted with a 20-40% gradient 
acetonitrile containing 0.05% trifluoracetic 
id for a period of 50 min, at a flow rate of 
nl/min. The intact substrate and products. 
tected by both UV absorbance (220 nm) 
d fluorescence (Xem = 420 nm. kex = 320 
i) with the detectors arranged in series, 
:re collected to identify the cleavage site 
amino acid analysis (18).
The enzyme assays were monitored by 

iasuring the fluorescence at ?vem = 420 nm 
d = 320 nm with a Shimadzu model F 
00 spectrofluorimeter. The 0.5 x 1 cm 
th-length cuvette containing 500 pl of the 
xture of 50 mM Tris-HCl buffer. pH 7.5. 
d Abz-DRRL-EDDnp (10 pM) was placed 
the thermostat cell compartment at 37°C 
• 5 min until temperature equilibrium of 
: soiution was attained. When kidney ho- 
igenate (10 pl) was used. the fluorescence 
arse was recorded continuously for 40 
n. For the inhibition assay, the enzyme 
s preincubated with the inhibitor for 20 
n at 37°C before incubation with sub- 
ítes. The same conditions were used for 
rmolysin, chymotrypsin. trypsin and ACE 
:oncentrations of 0.15 pg/ml. 8 pg/ml. 15 
/ml and 10 pg/ml. respectively.
The kinetic parameters for the hydrolvsis 
Abz-DRRL-EDDnp and Abz-DRRF- 

•Dnp by rNEP were determined from a 
able-reciprocal Lineweaver-Burk plot. 
£P has an apparent M W of 87.000 (14) and 
; value was used for the calculation of kCM. 
The substrate Abz-DRRL-EDDnp pre- 
ted the lowest Á.'in value (2.8 pM) similar 
3 pM obtained for the longer substrate 
ived from Leu-enkephalin. Abz-GG 
.RRV-EDDnp (10.11) (Tablc IA). Fur- 
rmore. although Abz-DRRL-EDDnp pre- 
ted a lower kal/Km value (2 min-1 pM’1) 
i Abz-GGoFLRRV-EDDnp (42 min’1 pM ’) 
.11), this value was higher than those of 
the short synthetic peptides presented in

Table IA.
All the substrates presented in Table 1A 

contain a hydrophobic residue at lhe P'| 
position (Leu. Phe or Vai), an essenlial con- 
dition for NEP activity (1.19). Thus. the 
excellent kinetic parameters of Abz-DRRL- 
EDDnp and Abz-GGoFLRRV-EDDnp may 
be also explained by interactions of their 
groups with subsites on the surface of NEP. 
In these substrates. the presence of EDDnp. 
a hydrophobic group at position P’2, may 
suggest a strong interaction with an S ’2 subsite 
ofNEP.

Table 1B shows the activity of NEP. 
other metalloendopeptidases (ACE and ther
molysin) and serineproteases (trypsin anda- 
chvmotrypsin) toward Abz-üRRL-EDDnp. 
Abz-oRRF-EDDnp and several other syn
thetic peptides. In contrast to all the other 
substrates, only Abz-üRRL-EDDnp and Abz- 
üRRF-EDDnp were totally resistant to the 
action of ACE, thermolysin, trypsin and a- 
chymotrypsin. Furthermore, the activity to
ward Abz-üRRL-EDDnp and Abz-üRRF- 
EDDnp present in kidney homogenate (Fig
ure 1) and in tissue homogenates of lung. 
brain and testis (data not shown) was totally 
inhibited by 1 pM phosphoramidon (a highly 
specific NEP inhibitor). showing also the 
high resistance of these substrates to other 
tissue protcascs.

It has been previously demonstrated that 
the Abz and EDDnp groups at amino- and 
carboxy-terminal amino acid residues pro- 
tect peptides against the action of aminopep- 
tidases. carboxypeptidases and ACE (10.11). 
However. these groups do not protect pep
tides against the action of thermolysin or 
trypsin. since lhe substrate Abz-RRL- 
EDDnp. containing R at position P’2. was 
hydrolyzed by these enzymes (data not 
shown). Thus. the presence of dR at position 
P’2 ensured a total protection of Abz-DRRL- 
EDDnp and Abz-üRRF-EDDnp against ther
molysin and trypsin. Finally. it may be sug- 
gested that EDDnp ensures a total protection 
of the l -EDDnp and F-EDDnp bonds against

Hraz J Mcd Biol Res 30(10) 1997
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Table 1 - A. Companson of the kinetic parameters for hydrolysis cf Abz-oRRL-EDDnp and Abz-oRRF-EDDnp by 
NEP with those of Leu-enkephalin and other synthetic substrates used in current NEP assays. aMean values ± 
SEM of four independent determinations The arrows indicate the peptide bonds cleaved by NEP

B, Incubation of Abz-oRRL-EDDnp, Abz-oRRF-EDDnp, Abz-GGoFLRRV-EDDnp and other synthetic substrates 
with NEP (0.5 pg/ml), ACE (10 pg/ml). thermolysin (0.15 pg/ml), trypsin (15 pg/ml), and chymotrypsin (8 pg/ml). 
Reactions were carried out at pH 7.5 and 37°C. Concentration was 10 pM for substrates 1,2 and 3. nd, Not 
determined.

endopeptidase

A
Substrates Km (pM) (min'1) kcat/^m (min'1 pM’1) References

(1) Abz-oR-R 1- L-EDDnp 2.8 ± 1.5a 5.3 2 -
(2) Abz-oR-R i F-EDDnp 5 ± 1.5a 7 1.4 -
(3) Abz-G-G-F-L-R-R J- V-EDDnp 17 ± 1.5a 736 43 10,11
(4) Abz-G-G-oF-L-R-R J- V-EDDnp 3 ± 2a 127 42 10,11
(5) Y-dA-G f F-L 22 508 23 14

19 - - 20
49 - - 4

(6) Glutaryl-A-A 1 F-2NA 590 592 1 5,6
(7) Benzyl-G-R-R 1 L-2NA 180 240 1.3 5
(8) Dansyl-oA-G i F-tpNCbl-G 45 59 1.3 7
(9) Dansyl-G X F-(pNÜ2)-BA 37 68 1.8 8
(10) Suc-A-A X F-NH-Np 76 2.19 0.029 19
(11) Suc-A-A X L-NH-Np 5.1 290 0017 19
(12) Suc-P-A 1 F-NH-Np 0.905 50 0.018 19

B
Substrates Ne utral ACE Thermolysin Trypsin Chymotrypsin References

(1) Abz-oR-R-L-EDDnp + - - - - -

(2) Abz-oR-R-F-EDDnp 4 - - - - -
(3) Abz-G-G-oF-L-R-R-V-EDDnp 4 - - + - 10,11
(4) Suc-A-A-F-NH-Np 4- nd + nd + 19
(5) Suc-A-A-L-NH-Np 4 nd + nd + 19
(6) Suc-P-A-F-NH-Np 4 nd + nd + 19

the action of oc-chymotrypsin, since no amino 
acid is involved.

We have previouslv shown that the in- 
tramolecularly quenched fluorogenic pep
tide Abz-GGoFLRRV-EDDnp can be used 
for a rapid, highly selective and sensitive 
NEP assay (10.11). Indeed, since the cata- 
lytic constants obtained with Abz-GG 
DFLRRV-EDDnp are better than those ob
tained with Abz-üRRL-EDDnp. Abz-üRRF- 
EDDnp and other synthetic peptides shown 
here, it is the best substrate for use in NEP 

assays. As shown in Table 1B, although 
resistant to hydrolysis by ACE, thermolysin 
and a-chymotrypsim Aoz-GGdFLRRV- 
EDDnp was hydrolyzed at the R-R bond by 
trypsin. suggesting that it may also be sus- 
ceptible to hydrolysis by trvpsin-like en- 
zymes present in some crude enzyme prepa- 
rations. Taken together, these results show 
that Abz-üRRL-EDDnp and Abz-DRRF- 
EDDnp are substrates more specific for NEP 
than Abz-GGoFLRRV-EDDnp.

Final ly. the results presented in th is study

4ed Biol Res 30(10) 1997
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Figure 1 - A, HPLC elution pro- 
file of Abz-oRRL-EDDnp after 
hydrolysis by rat kidney homog- 
enate (Afl and mhibition of the 
reaction by phosphoramidon 
(An) The substrate (20 nmol) 
was incubated with 10 pl kidney 
homogenate (180 pg/ml) for 60 
min in 100 pl 50 mM Tns-HCI 
buffer, pH 7 5, at 37°C, in the 
presence or absence of 1 pM 
phosphoramidon The reaction 
was stopped by heaung the mix- 
ture at 100°C for 5 min followed 
by centrifugation at 10,000 g for 
10 mm. An aliquot of the super- 
natant (100 pl) corresponding to 
90% of the reaction mixture was 
submitted to HPLC as described 
in the text B, Contmuous fluo
rescence recordina (Ãem = 420 
nm, = 320 nm) of the hy
drolysis of Abz-oRRL-EDDnp (10 
pM) by the enzymes presented 
from top to bottom: kidney ho
mogenate (10 pl) in the absence 
or presence of 1 pM phosphor- 
amidon. ACE (10 pg/ml), ther
molysin (0.15 pg/ml), trypsm (15 
pg/ml) and a-chymotrypsin (8 
pg/ml). All incubations were per- 
iormed in a final volume of 500 
pl 50 mM Tris-HCI buffer pH 
7.5, at 37°C

B

0 10 20 30 40Time (min)
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lead us to the following conclusions: i) the 
previously described substrate Abz- 
GGoFLRRV-EDDnp (1 0.1 I). which presents 
the best kinetic parameters. is more suitabie 
than Abz-DRRL-EDDnp and Abz-DRRF- 
EDDnp for NEP assays in purified enzy me 

preparalions; ii) the new substrates Abz- 
oRRL-EDDnp and Abz-oRRF-EDDnp. 
which present the best speci ficilies. are more 
suitabie than Abz-GGoFLRRV-EDDnp for 
NEP assays in crude enzyme preparations.
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An intramoleculaiiy quenched fluorogenic peptide structurallv 
related to Leu-enkephalin. Abz-GGDFLRRV-EDDnp, wasselec- 
tively hydrolyzed ai the R-V bond by neutral endopeptidase (NEP. 
enkephalinase. neprilysin. EC 3.4.24.11 with kinetic parameters 
(À"m = 3 pM. Z;= 127/min and Á'n = 42/min pM) similar to 
those of Leu-enkephalin. The specificity of the assay for NEP was 
demonstrated by incubating Abz-GGDFLRRV-EDDnp with a 
kidney homogenate and with crude membrane preparations of 
brain and lung. For all three homogenates the complementary 
fragments Abz-GGDFLRR and V-EDDnp accounted for more 
than 95% of the produets which were totally inhibited by 1 p.M 
thiorphan. a highly specific NEP inhibitor. A continuous fluoro
metric assay for only 5 min was sufiicient to quantify the NEP 
activitv with a minimum sensitivitv of 5 ng of purified NEP or the 
equivalent enzymatic activitv in crude tissue preparations.
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Neutral endopeptidase (NEP, enkeph
alinase, neprilysin, EC 3.4.24.1 I)isatrans- 
membranc metallo-endopeptidase present 
on the surface of several cell types and is 
widely distributed in the mammalian body 
where it appears to have important regu- 
latory functions in the in vivo degradation 
of biologically active peptides such as en- 
kephalins, substance P. bradykinin, 
neurotensin, chemotactic peptide, gastrin 
and atrium natriuretic factor (1-7).

Radiolabelcd, colorimetric and fluoro
metric assays have been described to moni
tor its purification. to measure its activitv 

in tissues in physiological and pathological 
conditions, and to determine the potency 
of synthetic inhibitors (8-12). In general, 
all these methods present some disadvan- 
tages, i.e., they are time consuming, have 
low sensitivitv and their reproducibility 
depends on the control of the alternative 
hydrolysis reactions with specific inhibi
tors ofother enzymes, duc to the low speci
ficity of the substrates for NEP in crude 
enzyme preparations (11,12).

In the present studv, we describe a 
rapid, sensitive and specific assay for NEP, 
using the substrate Abz-GGnFLRRV-

Braz J Med Biol Res 28(10) 1995
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EDDnp, an intramolecular quenched fluo
rogenic peptide rclated to Leu-enkepha- 
lin, containing O-aminobenzoyl (Abz) and 
ethylenediarnine 2,4-dinitrophenyl 
(EDDnp) groups at lhe amino- and car- 
boxyl-termini, respectively.

The fluorogenic peptide Abz- 
GGdFLRRX -EDDnp was synthesized by 
the solution method (13,14). A recombi- 
nant soluble form of NEP (sNEP) was ex- 
pressed using a baculovirus/insect-cell Sys
tem and purified by immunoafTmity as 
previouslv described (15.16).

Rat tissues were homogenized in 8 vol
umes (w/v)of 50 mM Tris-HCl buffer, pH 
7.5, using a Potler homogenizcr. The crude 
membrane fraction was obtaincd as fol- 
lows: the homogenale was centrifuged for 
10 min at 1,000 g and the pellet was dis- 
carded; lhe supernatant was centrifuged at 
80,000g for 60 min: lhe pellet was washed 
three times by resuspension in the same 
buffer as used for homogenization and 
centrifuged under lhe conditions described 
above, The resulting pellet. resuspended 
in 50 mM Tris-HCl buffer, pH 7.5, (1/8, 
w/v), was used as the enzyme source. Pro- 
tein was evaluated by the method of 
Bradford (17).

Characterization of the synthetic sub
strates and of lheir enzymatic products 
was performed by high-performance liq- 
uicl chromatography (HPLC) as follows: 
substrate (10 nmol) was incubatecl with 
purified sNEP (100 ng) or crude enzyme 
fraction (1 -10 pl) in a final volume of 100 pl 
of 50 mM Tris-HCl buffer. pH 7.5, at 
37°C for a fixed time. The reaction was 
stopped by healing for 5 min at 100"C. 
After centrifugation at 10,000 g for 10 
min, the supernatant fraction was injected 
into an HPLC column (Nucleosil 5 pm 
C18, 145 x 4.5 mm) and eluted with a 20- 
40% gradient of acelonitrile containing 
0.05% trifluoracetic acid over a period of 
30 min, at a flow rate of 1 ml/min. The 
substrate and products, detected both by 

UV absorbance (220 nm) and by fluores- 
cence (À,cm = 420 nm, \.x = 320 nm) with 
the detectors arranged in series, were col- 
lected to identify lhe cleavage site by amino 
acid analysis (18).

For the enzyme assay, hydrolysis of the 
fluorogenic substrate was monitored by 
measuring fluorescence at Xrni - 420 nm 
and X,.x = 320 nm in a Shimadzu model F 
2000 spectroíluorimeter. The 0.5 x 1 cm 
path-length cuvette containing 500 pl of 
the mixture of 50 mM Tris-HCl buffer, 
pH 7.5, and Abz-GGüFLRRV-EDDnp 
(6 pM) was placed in the thermostated ccll 
compartment at 37°C for 5 min until tem- 
perature equilibrium of lhe solution was 
attained. The enzyme (1-10 pl) was aclded 
and the fluorescence course was recorded 
continuously for 5 min. For lhe inhibition 
assays, the enzyme was pre-incubated with 
1 pM phosphoramidon for 20 min before 
its addition to the reaction cuvette. l he 
slope of the fluorescence line was con- 
verted into moles of product released per 
min using a calibration curve obtained 
from the corresponding synthetic íluores- 
cent amino-lerminal fragment released 
durimr hvdrolvsis, as previouslv described (13,19®).' '

Kinetic parameters for the NEP-cata- 
lyzed hydrolysis of Abz-GGüFLRRV- 
EDDnp were determinedfrom the clouble- 
reciprocal Lineweaver-Burker plot (data 
not shown). The sNEP has an apparent 
M.W. of 87,000 (16) and this value was 
used for calculation of7rcal.

lhe substrate Abz-GGDFLRRV- 
EDDnp was selectively hydrolvzed at the 
R-V bond by sNEP (data not shown) with 
kinetic parameters (Km - 3 pM, Á:cal =127/ 
min andZya(/Ám - 42/min pM) which are 
similar to those ofLcu-enkephalin (Áy;il/Ãni 
= 63/min pM) (20), showing that it is an 
excellent substrate for this enzyme. When 
lhe substrate was incubated with rat kid
ney homogenate, more than 95% of all 
products released were the complemen-
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Figure 1 - HPLC elution profile 
of Abz-GGoFLRRV-EDDnp af- 
ter hydrolysis by rat kidney ho
mogenate (A) and inhibition of 
the reaction by thiorphan (B). 
The substrate (10 nmol) was in- 
cubated with 5 pl kidney ho
mogenate for 30 min in 100 pl of 
50 mM Tris-HCI buffer. pH 7.5, 
at 37®C in the presence or not of 
1 pM thiorphan. The reaction 
was stopped by heating the mix- 
ture at 100 C for 5 min lollowed 
by centrifugation at 10,000 gfor 
10 min. An aliquot of the super- 
natant (100 pl) corresponding to 
90% of the reaction mixture was 
submitted to HPLC as described 
in the text.

ry fragments Abz-GGüFLRR and V- 
DDnp (Figure IA), a faci that did not 
:cur in the presence of 1 pM thiorphan, a 
ghly specific NEP inhibitor (Figure 1B); 
■nilar resulls were also obtained with 
ude mcmbrane preparations of brain 
íd lung (data not shown). These results 
imonstratc that NEP was the only or lhe 
ajor enzyme present in these crude en- 
me preparations that hydrolyzed this 
bstrate.
The NEP fluorogenic assay was pcr- 

rmed by continuous recording of lhe 
crease in fluorescence when purificd 
s’EP or kidney homogenate was incu- 
ited with Abz-GGDFLRRV-EDDnp for 
min (Figure 2A,B). When control kidnev 
imogenatc incubations were performed

Figure 2 - Continuous fluores
cence recording of the hydroly
sis of Abz-GGoFLRRV-EDDnp 
(6 pM) with purified NEP (5-20 
ng) (A) or with a kidney homog
enate (1-4 pl) (B) at 37cC. The 
reaction volume was 500 pl of 
50 mM Tris-HCI buffer, pH 7.5. 
The amount of Abz-GGoFLRR 
released was calculated from a 
fluorescence calibration curve 
obtained with the synthetic fluo- 
rescent fragment.
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in lhe presence of 1 pM thiorphan, sub
strato hydrolysis by NEP was inhibitcd by 
>95%. Using a concentration of Abz- 
GGDFLRRV-EDDnp (6 pM) two times 
that of its Zfni (3 pM) for NEP, all lhe reac- 
tions were highly reproducible, obeying 
zero-order kinetics, as demonstrated by 
the linear increase of íluorescence with 
time.

The fluorometric assay presenteei here 
has some important advantages when com- 
pared to similar assays for NEP which use 
the internally quenched fluorogenic pep
tides dansyl-D-Ala-Glv-Phe(pNO2)-Gly
(11) and dansyl-Gly-Phe(pNO2)-betaAla
(12) . First, the Á'(.at/Z% value (42/min uM) 
of Abz-GGDFLRRV-EDDnp hydrolysis 

by NEP is more, than 25 times higher lhan 
those of dansyl-D-Ala-Gly-Phe(pNO2)-Gly 
(1.3/min pM) and dansyl-Glv-Phe(pNO2)- 
betaAla (1.8/min pM), which indicates 
that our fluorogenic peptide is a better 
substrate. Second, our NEP assay (mini
mum of 1 ng/ml ofpure enzyme) is at least 
100 times more sensitive than that of lhe 
two other substrates (minimum of 100 ng/ 
ml of pure enzyme).

The present data show that the in- 
tramolecular quenched fluorogenic pep
tide related to Leu-enkephalin, Abz- 
GGDFLRRV-EDDnp. can be used for a 
continuous, rapid and highly sensitive as
say for NEP in purified and crude enzyme 
preparations.
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