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RESUMO

Um ndmero bastante limitado de peptidases parece estar
envolvido na inativacdo pds-secretora de mensageiros  hormonais
peptidicos. A  importancia desses mecanismos  proteoliticos  na
regulacdo da acdo hormonal pode ser demonstrada pelo fato de que
seus efeitos podem ser prolongados "in vivo" ou
inibidores seletivos dessas enzimas.

Neste estudo, uma nova endopeptidase foi purificada a partir
do cérebro humano. Esta peptidase exibe um carater termolisina-
simile e hidroliza ligacdes peptidicas no lado amino terminal de
aminodacidos hidrofébicos, clivando seletivamente as ligacBes Xaa-
Phe, Xaa-Leu ou Xaa-lle ( Xaa = Ser, Phe, Tyr, His ou Gly ) de
diversos hormoénio-peptidios, como a substancia P, a bradicinina, o
fator natriurético atrial (ANF) e a angiotensina Il . Essa peptidase
também cliva o peptideo (3-amildide (1-40). Essa enzima exibe um
pH o6timo entre 7,3 e 7,8 e apresenta um peso molecular de
aproximadamente 200 KDa. A atividade endopeptidasica foi inibida
por quelantes de céations divalentes como o-fenantrolina, EDTA e
DTT e foi insensivel aos inibidores classicos da endopeptidase
neutra (NEP), da enzima conversora de angiotensina, das serinas e
cisteinas, assim como das carboxipeptidases.

Hipotetizamos que esta enzima, que é diferente da NEP, possa
participar de uma recém-descrita familia de metalo-endopeptidases
correlatas, protagonizada pela PHIE ( Carvalho et al., 1992 ) que
inativam  substratos peptidicos através de divagem nas ligagOes
Xaa-Phe, Xaa-Leu ou Xaa-lle.

in vitro" por



ABSTRACT

A rather limited number of peptidases seem lo be involved in
the post-secretory inactivation of peptide hormone messengers. The
Importance of these proteolytic mechanisms in regulaling hormonal
action can Dbe demonstrated by the fact that their effects can be
prolonged "in vivo" or "in vitro" by selective inhibitors of these
enzymes.

In this study, a new endopeptidase was purified from normal
human brain. This peptidase exhibits a thermolysin-like character
and hydrolyzes bonds on the amino terminus of hydrophobic amino
acids, performing a selective cleavage at the Xaa-Phe, Xaa-Leu , or
Xaa-lle doublets ( Xaa = Ser, Phe, Tyr, His, or Gly ) of a number of
peptide  hormones, including substance P, bradykinin, atrial
natriuretic factor (ANF) and angiotensin Il. This peptidase also
cleaves the 0-(1-40) amyloid peptide. This enzyme  exhibited
optimal activity at pH 7,3 - 7,8 and has an apparent molecular
weight of 200 KDa.

The endopeptidase activity was inhibiled by divalent cation
chelators like o-phenanthroline, EDTA and DTT and was insensitive
to classical inhibitors of neulral endopeptidase (NEP), angiotensin
convertase, and serine and cysteine peptidase, as well as
carboxy peptidases.

It is hypothesized that this enzyme, which is distinct from
NEP, may participate in a recently described Family of related
metalloendopeptidases  that  inactivate peptide  substrates by
cleavage at the Xaa-Phe, Xaa-Leu, or Xaa-lle bond.



INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

1.1. PEPTIDIOS BIOLOGICAMENTE ATIVOS

Os peptidios biologicamente ativos constituem a mais nova
classe de  moléculas envolvidas em  fungBes chaves  como
transmissdo ou modulacdo no sistema nervoso central e periférico e
em outros tecidos. Tornou-se claro , principalmente nos dltimos
vinte anos , que os peptidios sd0 no minimo tdo importantes como
moléculas sinalizadoras quanto 0s  neurotransmissores  classicos
como acetilcolina , noradrenalina , dopamina , etc. Atualmente o
numero de mediadores peptidicos conhecidos € superior ao dos nao
peptidicos , com tendéncia para crescer mais ainda. Essa inversdo €
justificada pelo avanco relativamente recente na  metodologia
necessaria para o estudo dos peptidios , como por exemplo o uso de
anticorpos tanto para radioimunensaio , quanto para localizacdo
imunocitoguimica, e de técnicas de biologia molecular, que
permitiram a clonagem de varios peptidios ou de seus precursores
( Schwartz e Costa , 1986; Eipper et al. , 1986).

O tamanho dos peptidios biologicamente ativos varia de trés a
50 aminoacidos dispostos geralmente em cadeia linear; moléculas
com mais de 50 residuos sdo convencionalmente chamadas de
proteinas. A figura | mostra alguns mediadores peptidicos tipicos
relacionados de acordo com o0 seu numero de amino&cidos.

A estrutura dos peptidios € codificada diretamente no genoma
da célula, que produz uma proteina precursora na qual estd inserida
a sequéncia de aminoacidos do peptidio, juntamente com enzimas
proteoliticas especificas que o liberam ja na sua forma ativa. Desde
a década de 70, foram definidas as estruturas de 30 ou mais
precursores peptidicos ( Schwartz e Costa, 1986 ).

De um modo geral a proteina precursora, também conhecida
como pré-pro-hormdnio, é uma grande molécula constituida por
uma sequéncia sinalizadora , que permite sua passagem através da
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2 Peptideos  biologicamente  ativos
TRH

5 Encefalinas

Angiotensina I
Vasopressina, ocitocina, bradicinina
10 GnRH

Substancia P
g-MSH

Somatostatina. Bombesina

Gastrina

20
Endotelina

Secretina. Glucagon, Colecistocinina,
Calcitonina, fl-endorfina, PIV, Neuro-
peptideo Y

ACTH. CRH, GHRH

50 Insulina

Fig. 1- Alguns mediadores peptidicos tipicos (TRH= hormonio

liberador de tireotrofina, GnRH= hormonio liberador de
gonadotrofina, a-MSH= horménio estimulador dos a-melandcitos,
P1V= peptideo intestinal vasoativo, ACTH= horménio

adrenocorticotrofico, CRH= hormoénio liberador de, corticotrofina,
GHRH= hormonio liberador de horménio do crescimento ).
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membrana, e pelo pro-horménio, que contem as sequéncias
encaixadas de um ou mais peptidios ativos. Estes sdo liberados no
meio intracelular por divagem enzimatica seletiva, e na  maioria dos
casos, acumulados em vesiculas para serem liberados.

A maioria dos peptidiosconhecidos € proveniente do sistema
nervoso e orgdos endocrinos, embora alguns sejam formados no
plasma ou em outros tecidos ( por exemplo endotélio vascular,
coracdo, celulas do sistema imunologico, etc.). Com o auxilio da
imunohistoquimica, varios mapeamentos  foram  realizados no
sistema nervoso central como por exemplo para: substancia P
Cuello e Kanazawa , 1978 ), encefalinas ( Hokfelt et al. ,1977 ; Bloom
et al.,, 1978 ; Larsson et al., 1979 ), neurotensina ( Uhl et al., 1977 |
1979 ), bradicinina (Corréa et al.,, 1979) e angiotensina (Changaris et
al.,, 1976). As areas mais ricas nestes peptidios foram o hipotalamo,
0 complexo amigdaldide, o bulbo e a medula espinhal ( Carvalho,
1981).

A ampla distribuicio das maltiplas formas de  peptidios
biologicamente ativos ndo apenas no tecido nervoso como também
nos sistemas endocrino e imune, no plasma e diversos  outros
tecidos, indica que eles podem estar envolvidos na regulacdo de u m
largo espectro de processos fisioldégicos. De fato, numerosos sdo o0s
estudos sugerindo o envolvimento de um ou mais desses peptidios
nos processos  fisioldgicos de  analgesia, stress, regulagdo
cardiovascular, aprendizado e memodria, termorregulacéao,
imunomodulacdo, desenvolvimento do cancer entre outros ( Olson et
al., 1990 ). Mais especificamente , podemos citar a substincia P ( o
prototipo dentro da familia das taquicininas ) e as encefalinas (
pertencentes as familias da pro-encefalina e pré-dinorfinas )
envolvidas na mediacdo da dor; o Fator Natriurético Atrial ( ANF )
envolvido no controle fisiolégico da pressdo arterial e a bradicinina
( pertencente a familia das cininas ) envolvida nos processos
inflamatorios.
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Assim como ocorre com 0S neurotransmissores classicos, as
fungbes fisiologicas desses peptidios estdo intimamente relacionadas
com o0s seus processos de sintese e inativacdo. Uma vez delivrada a
informacdo através de receptores especificos, a degradagdo seletiva
desses peptidios é realizada através de enzimas proteoliticas, sendo
de fundamental importdncia para o0 término da acdo dessas
substancias. As enzimas envolvidas tanto na sintese ( sua liberacdo
do precursor ) quanto na degradacdo dos peptidios tem sido alvo de
Intensas  investigacgoes.

Desde o trabalho pioneiro de Hooper, em 1962, demonstrando
a degradacdo da bradicinina, ocitocina, substdncia P e vasopressina
pelo homogenato de hipotdlamo de cdo, até a presente data,
inimeros trabalhos tem sido realizados com o intuito de identificar
as enzimas do tecido nervoso capazes de degradar peptidios
biologicamente ativos. Nos ultimos 10 anos, com o0 grande avango no
campo da pesquisa com neuropeptidios, o numero destes trabalhos
vem aumentando de uma maneira  exponencial. Infelizmente,
muitos desses estudos tem sido feitos com fragbes enzimaticas
Impuras de tecido nervoso, 0 que geralmente dificulta a
interpretacdo dos resultados obtidos, uma vez que o0s peptidios
podem  ser  potencialmente  degradados por  varias enzimas
proteoliticas diferentes. Portanto poucas dessas enzimas foram até o
momento completamente  purificadas, bem  caracterizadas e
clonadas.



1.2.  ENZIMAS CONHECIDAS IMPLICADAS NA DEGRADACAO
I)E PEPTIDIOS BIOLOGICAMENTE ATIVOS.

Parece claro atualmente que tanto no sistema nervoso central
guanto em tecidos periféricos, 0s peptidios sdo  degradados
extracelularmente por um ndmero provavelmente limitado de
enzimas com pouca especificidade. Grande parte dessas enzimas s&o
ectoenzimas, isto €, proteinas membranares cujo centro  ativo
localiza-se no meio extracelular, e muitas sdo metalopeptidases com
um atomo de zinco no seu centro ativo ( Turner et al.,1987; Maroux,
1987 ).

As metaloproteinases portadoras de zinco formam um grande
grupo de enzimas que incluem a endopeptidase neutra ( NEP ) , a
enzima conversora de angiotensina ( ACE ), a aminopeptidase N,
carboxipeptidases A, B e E, colagenases e estromalisina, e a
termolisina, uma endopeptidase bacteriana ( Valleé e Auld, 1990 ).
O grande interesse envolvendo as endopeptidases surgiu no final da
década de 70 apOs a descoberta de que a inibicdo da ACE , enzima

implicada na formagcdo de Angiotensina Il a partir de Angiotensina
I, produzia efeitos anti-hipertensivos ( Ondett et al., 1977 ), e trés
anos depois que a inativacdo de outra metalo-endopeptidase

membranar, envolvida na inativacdo de encefalinas no cérebro,
induzia respostas analgésicas ( Roques et al., 1980 ). Devido a sua
capacidade em metabolizar encefalinas , esta enzima foi designada
Encefalinase ( Malfroy et al., 1986 b ) epouco tempo depois foi

demonstrado que ela era idéntica a NEP, uma metalo-endopeptidase
dependente de zinco ja& bem caracterizada , presente na borda em
escova de celulas epiteliais dos tabulos proximais do rim ( Kerr e
Kenny , 1974 a , b ).

A medida que progrediam os estudos dessas enzimas , tornou-
se claro que , igualmente aos seus substratos peptidicos |, sua
distribuicdo no organismo era bastante ampla e o0 conceito de uma
peptidase para cada substrato tornou-se ultrapassado -( Schwartz



1983 ; Kenny ,1986 ). Corroborando este fato , sabe-se hoje que a
NEP participa também da inativacdo do Fator Natriurético Atrial (
ANF ) circulante no plasma ( Koehn et al, 1987 ; Stephenson e
Kenny , 1988 a ; Sonnemberg et al. , 1988 ; Olins et al. , 1989 ) além
de ter sido identificada como uma das proteinas usadas pelos
imunologistas como marcadores de linfocitos conhecida como
CALLA ( CD 10 ) ( Greaves et al. , 1975 ; Letarte et al . , 1988 ) .

Portanto a luz do conhecimento atual , acredita-se que existam
poucas enzimas capazes de inativar o0s substratos peptidicos , com
larga distribuicdo no organismo e com diferentes especificidades
dependendo de sua localizacdo. Dentre estas apenas a NEP , a ACE |,
a IDE ( Enzima Degradadora de Insulina ) e a Endo-oligopeptidase A
( Endo A ) foram clonadas ou bem caracterizadas a ponto de serem
classificadas pelo NOMECLATURE COMMITTEE OF INTERNATIONAL
UNION OF BIOCHEMISTRY.

1.2.1. ENDOPEPTIDASE NEUTRA ( E.C.34.2411. , NEP
ENCEFALINASE ).

Descoberta na borda em escova de células epiteliais dos
tibulos proximais do rim de coelho por Kerr e Kenny em 1974 e no
cérebro de rato por Malfroy e colaboradores em 1978 , e clonada
guase simultaneamente por dois grupos , o de Malfroy ( Malfroy et
al. , 1987 ) e o de Boileau em Montreal ( Devault et al. , 1987 ), a
NEP é uma proteina membranar com carater de ectoenzima , peso
molecular que varia de 90 a 94 KDa , e cuja forma humana ¢é
constituida por 742 aminoacidos com 93% de homologia com as
formas do rato e do coelho ( Erdds e Skidgel , 1989 ).

Trata-se de uma metalo-endopeptidase dependente de zinco
com mecanismo de acdo semelhante ao da Termolisina ( carater
termolisina-like ), clivando substratos no lado amino de
aminoacidos hidrofébicos ( fenilalanina , leucina , isoleucina
triptofano e tirosina ).

-06-



Além de estar presente em altas concentracbes no sistema
nervoso central ( Schwartz et al. , 1981 ) e na borda em escova dos
tibulos proximais do rim ( Kerr e Kenny , 1974 ), a NEP também ¢
encontrada nas microvilosidades intestinais ( Danielsen et al.,1980 ),
em fibroblastos pulmonares ( Johnson et al. , 1985 ) e cutaneos (
Schulz et al. , 1988 ), na placenta ( Johnson et al., 1984 ), no trato
genital masculino ( Erdds et al. , 1985 ) e na membrana celular de
neutréfilos humanos ( Connelly et al. , 1985 ), onde é idéntica ao
antigeno das leucemias linfoblasticas agudas ( CALLA , CD 10 ).

Nas células e tecidos descritos acima ela estd inserida na
membrana , mas uma forma solavel foi encontrada em Vvarios
fluidos biolégicos humanos como plasma , liquor , liquido amniético
e plasma seminal ( Spillantini et al. , 1990 ). O modo pelo qual a NEP
se solubiliza ainda €é desconhecido.

Diante de tdo ampla distribuicdo era de se esperar uma
atuacdo a altura, e de fato, muitos peptidios de importancia
fisiologica sdo clivados pela NEP dependendo de sua localizacédo
como substancia P e encefalinas no cérebro, substancia P no pulmao
, ANF nos rins e bradicinina em diversos tecidos ( Gafford et al.,
1983; Pozgay et al., 1985; Skidgel e Erdds, 1986; Ura et al., 1987
Erdds e Skidgel, 1989 ). O numero de substratos da NEP aumenta a
cada dia ( tabela | ) e muito do seu significado biolégico ainda esta
para ser esclarecido.

Atualmente sdo conhecidos alguns inibidores da NEP como
Fosforamidom, Tiorfam, Retrotiorfam, Acetorfam, Kelatorfam e a
busca de uma maior especificidade de inibicdo com possibilidade de
utilizacdo terapéutica é motivo de intensas pesquisas.

O interesse cientifico e os rapidos avancos obtidos no estudo

desta enzima s&o motivos de realizagdo de Simposios  Anuais
Internacionais sobre o assunto.
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Tabela ! - Peptidios clivados pela NEP " in vivo

in vivo

encefalinas
bradicinina

substancia P
neurotensina

peptidio quimiotaxico
gastrina

ANF

e in vitro

in vitro

cadeia [3 da insulina
encefal i nas

di norfinas

a e 3 -neoendorfinas
y - endorfina
bradicinina
angiotensinas | e |l
substancia P
neuroquininas A e B
fisalaemi na

P-li potro fina
neurotensi na
ocitocina

peptidios quimiotaxico
coleci stoqui nina
gastrina

ANF

interleucina | [3
LHRH



122 ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA
( E.C.34.151. , ACE , CININASE 11 )

Descrita nos anos 50 ( Skeggs et al.,1956 ), chamada de
cininase Il por inativar a bradicinina circulante de passagem pelo
pulmdo ( Kroneberg e Stoepel,1963 ; Ferreira e Vane, 1967 ; Vane
,1969),conhecida também como Enzima Conversora de Angiotensina
por converter angiotensina | em angiotensina Il na circulagdo
pulmonar ( Helmer,1957 : Biron e Huggins,1968 ; Yang et al.,1970
a), somente na década de 70 se descobriu que se tratava da mesma
enzima ( Yang et al., 1970 a, b; Igic et al., 1972) .

A ACE ¢ uma enzima transmembranar formada por uma Unica
cadeia de aminoacidos, com peso molecular variando de 195 a 200
KDa, com capacidade de hidrolisar diversos substratos peptidicos
com peso molecular de até 12 KDa, como por exemplo a bradicinina,
as encefalinas , a substancia P , a neurotensina e o LHRL ( Skidgel e
Erdbs, 1985,1987 ; Skidgel et al.,1987).

E encontrada no endotélio vascular ( Cadwell et al.,1976; Ryan
et al.,1986), nas células neuro-epiteliais, no plexo cordide, nos
microvilos da placenta, no intestino delgado e nos tdbulos renais
(Hall et al., 1986; Sculz et al., 1988) Nos testiculos acredita-se que
ela seja secretada pelas células do epitélio luminal para o plasma
seminal. Do mesmo modo que a NEP, a ACE também ¢ encontrada
em forma solivel nos fluidos biolégicos. Sua presenca em tecidos
onde ocorre transporte de sddio parece ser de importancia
fisiologica e acredita-se que, através da regulacdo dos niveis de
angiotensina , ANF e cininas , a ACE possa modular o transporte de
sodio nas células. No cérebro, ela também cliva as encefalinas na
ligacdo Gly - Phe, como a NEP ( ErdGs et al.,, 1978 ) porém sua baixa
afinidade por este substrato (Km de aproximadamente de 10"3 M ),
torna improvavél um papel fisioldgico relevante no  metabolismo
desses peptidios
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Atualmente alguns inibidores da ACE como o Captopril, o
Enalapril e o Ramipril ja estdo sendo utilizados terapeuticamente no
controle de pacientes hipertensos.

1.2.3. ENZIMA DEGRADADORA DE INSULINA ( E.C.3.4.22.11.
IDE , INSULINASE )

A enzima degradadora de insulina ( IDE ) é uma protease
citosélica neutra com peso molecular de aproximadamente 110 KDa
e pH otimo igual a 7,0. Seu espectro de inibicdo revela tratar-se de
uma tiol-metaloproteinase. Dados obtidos da clonagem e de estudos
de imunomarcagem mostraram que esta proteina é altamente
conservada filogeneticamente( Kuo et al.,, 1990), ocorrendo nos
diversos tecidos testados até agora, como sistema nervoso central
(Mdaller et al.,, 1991 ), na musculatura esquelética( Brush, 1971 ), no
figado ( Burghen et al, 1972 ), no rim ( Duckworth, 1976 ), nos
adipocitos ( Goldstein e Livingston, 1980 ), no pancreas ( Goldfine et
al.,, 1984 : Bhathema et al., 1985 ), na placenta ( Posner, 1973), nos
fibroblastos ( Stentz et al., 1985 ) e em eritrécitos humanos ( Shii et
al., 1985 ).

Apesar de ser conhecido ha mais de 40 anos o0 envolvimento
da IDE no metabolismo da insulina, sua funcdo biologica e sua
localizagdo  subcelular ainda ndo estdo  esclarecidas.  Diversas
evidéncias indicam que a IDE €é uma enzima citos6lica ndo
lisossomal ( Hari et al.,1987; Akyama et al.,, 1988 ). Foi demonstrado
que a degradacdo da insulina pela IDE ocorre ap0s o0 processo de
internalizacdo mediado pelo receptor ap6s sua ligagcdo com o0
substrato ( Duckworth et al.,, 1988). No entanto, o0 significado
fisiologico da degradacdo da insulina pela IDE ainda é motivo de
discussdo. A degradacdo da insulina iniciada pela IDE pode ser
importante para inativar o hormoOnio ( Yonezawa et al, 1989) ou,
alternativamente, a divagem  especifica  originando  peptidios
intermedidrios  pode  servir para gerar  novos- transmissores
intracelulares ( Rose et al., 1988 ; Steiner, 1977 ).
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Questdes adicionais derivam de estudos mostrando que a
enzima  apresenta  especificidade  para  clivar  varios outros
substratos peptidicos ativos além da insulina, como por exemplo o
ANF, o fator de crescimento tumoral a ( TGF a ), o fator de
crescimento epidérmico e o glucagon ( Garcia et al.,1989; Miller et
al., 1991 , 1992 ) .

1.2.4. ENDO-OLIGOPEPTIDASE A ( E.C.3.4.19.22.,, ENDO A )

Purificada por Carvalho e Camargo em 1981 a partir do
homogenato de cérebro de coelho, a Endo-oligopeptidase A
apresenta as seguintes caracteristicas: ponto isoelétrico 4,9, peso
molecular de aproximadamente 70 KDa e espectro de inibicdo que
sugere tratar-se de wuma tiol-metalopeptidase. [Estd presente no
cérebro humano tanto na fracdo solavel ( Camardo, 1987 ) quanto
na membranar ( Furtado, 1990 ). Seu mecanismo de agdo ainda ndo
esta totalmente compreendido, porémsabe-se que ela cliva ligacdes
peptidicas de  véarios peptidios  opidides, desde que  sejam
constituidos por 8 a 16 residuosde aminoacidos, liberando
encefalinas, sendo também  dotada de importante atividade
cininasica ( Carvalho e Camargo,1981 ).

Além dessas quatro enzimas descritas acima, uma nova
familia de metalo-endopeptidases vem sendo estudada nos udltimos
cinco anos pelo grupo do Professor Krishnamurti de  Morais
Carvalho. Evidéncias de wuma atividade enzimética insensivel ao
fosforamidom ( portanto diferente da NEP ), tanto no sistema
nervoso central quanto na medula da supra-renal humana ja
existiam no nosso laboratério desde 1990 ( Carvalho et al.,, 1991).
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Em 1992, o professor Krishnamurti identificou, no exudato da
pele do Xenopus laevis, uma rd sul-africana muito utilizada como
modelo para o estudo de peptidios biologicamente ativos, uma nova
enzima de degradacdo desses peptidios, a PHIE ( Peptide Hormone
Inactiving Enzyme ). Essa enzima, purificada até a homogeneidade,
apresenta um peso molecular de 110 KDa, um pH 6étimo de 7,5 e um
perfil de inibicho que indica tratar-se de uma metalo-
endopeptidase.  Essa  endopeptidase  hidrolisa  seletivamente  as
ligacbes Xaa-Phe, Xaa-Leu e Xaa-lleu ( Xaa= Ser, Phe, Tir, His, Gly )
de diversos horménio-peptidios tais como o ANF, a substancia P, a
angiotensina IlI, a bradicinina, a somatostatina, as neuromedinas B e
Cea litorina. O valor do Km para esses peptidios é da ordem de
micromoles, valor este que sugere uma degradacdo fisiologica dos
mesmos pela PHIE ( Carvalho et al.,,1992; Joudiou et al.,, 1993 ). Essa
nova endopeptidase é uma enzima distinta da NEP, ja que ndo ¢
inibida pelo fosforamidom e tiorfan em concentracbes de ordem
micromo lar.

A descoberta da PHIE revestiu-se de grande  importancia
guando demonstrou-se que uma endopeptidase muito semelhante ¢é
secretada por células de neuroblastoma humano ( NB-OK1 ) em
cultura ( Carvalho et al., 1992), as quais apresentam receptores
para 0 ANF em sua superficie. Esta enzima também foi encontrada
em varios outros tipos de neuroblastomas e melanomas humanos
em cultura ( Carvalho et al., 1993). Portanto, em tecidos tumorais
humanos de origem neuroectodérmica foi encontrado uma enzima,
também com caracteristicas de metalo-endopeptidase, importante
candidata a degradacdo fisiolégica de varios neuropeptidios e
distinta da NEP.



1.3. OBJETIVOS

a) GERAL:

Demonstrar a  existéncia dessa nova metalo-
endopeptidase em  tecidos normais de mamiferos, tendo sido
escolhido como objeto de estudo o cérebro humano.

b) ESPECIFICOS:

- Purificar até a homogeneidade essa enzima;
Caracterizd-la atraves da determinacdo do seu pH
otimo, peso molecular e espectro de inibicdo;
Demonstrar a degradacdo "
horménio-peptidios por essa enzima;
- Comparar a enzima do cérebro humano com as outras
metalo-enzimas.

in vitro " de alguns
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. MATERIAL

2.1.1. ORIGEM I)A ENZIMA

Cérébro humano congelado a -18°C durante 72h, proveniente
do Servico de Verificacdo de Obitos do Departamento de Patologia e
Medicina Legal da Universidade Federal do Ceara, ap6s um tempo
"post mortem” de aproximadamente 6 horas. Trata-se de tecido
nervoso nao tumoral e sem patologia aparente, uma Vvez que a
"causa mortis " do paciente foi infarto agudo do miocardio.

2.1.2. PEPTIDIOS UTILIZADOS
Substancia P - Sigma Chemical Co. , USA

Bradicinina - Sigma Chemical Co., USA
Fator Natriurético Atrial (ANF(5-28)) - Sigma Chemical Co.,USA

Angiotensina Il - Sigma Chemical Co., USA
P - amildide (1-40) - Sigma Chemical Co., USA
Abz-Leu-encefalina-Arg-EDDnp . substrato  fluorescente

sintético cedido pelo professor Anténio Juliano, da Escola Paulista de
Medicina.

2.13. REAGENTES DIVERSOS

Acido acético P.A. - E. Merck, Darmsdatt

Acido cloridrico P.A. - Merck, Ind. brasileira

Acido etilenediaminotetraacético (EDTA)- Sigma Chemical Co.
Acido tricloroacético P.A. - E. Merck, Darmsdatt
Acrilamida - Fluxa A.G. Buchs S.G.

Albumina sérica bovina - Miles Laboratories Inc. USA
Bacitracina- Sigma Chemical Co., USA

Benzamidina- Sigma Chemical Co., USA

Blue Dextran - Pharmacia Fine Chemicals,Upalla, Suécia
Captopril - Sigma Chemical Co.,USA

Carbonato de célcio - Reagen, Ind. brasileira



2.1.4.

DEAE-Trissacryl ( DE-52 ) microgranular, lote 245243
Whatman, England
Ditiotreitol (DTT), Calbio Chemicals, San Diego,
California, USA

Dodecil sulfato de sédio (SDS) - Sigma Chemical Co., USA
Etanol P.A. - Merck, Ind. brasileira
Folin ciocalteus phenol reagents - E. Merck, Darmsdatt
Fosforamidon- Sigma Chemical Co., USA
Glicerol - Cario Erba, Brasil
Membranas para dialise - Union Carbide Cooporation, USA
Metanol P.A. - Merck, Ind. brasileira
N-etilmaleimida (NEM) - Sigma Chemical Co., USA
N-n-metileno bis acrilamida - Fluxa A.G. Buchs S.G.
N-tosil-L-fenilalanine clorometil cetona (TPCK) - Sigma

Chemical Co., USA
O-fenantrolina- Sigma Chemical Co. , USA
Phenilmetanosulfonil fluoride (PMSF)- Sigma Chemical Co.
Sephacryl S-200 - Pharmacia Fine Chemicals, Suécia
Silicone (pasta) Toshiba TKS 50, Japao
Soybean trypsin inhibitor (STI) - Sigma Chemical Co., USA
Tosilarginilmetil ester (TAME)- Sigma Chemical Co., USA

APARELHOS

Bomba peristaltica - Technicon Inst. Corporation, USA

Centrifuga refrigerada - Beckmann, modelo J-212C, Beckmann
Instruments, USA

Centrifuga elcelsa Baby modelo 206 - FANEM

Coluna de vidro para cromatografia de DEAE-Trissacryl,

hydroxyapatita e Sephacryl S-200

Coluna Ci g~ LC Shim-pack CLC-ODS

Céamara fria

Espectrofotometro modelo G-2400 - Beckmann Instruments

Munchen, Alemanha

Espectrofluorébmetro modelo F-2000 Hitashi

Cromatdgrafo Liquido de Alta Pressdo ( HPLC ) - modelo
SCL-10A Shimadzu , Japéo

-15-



2.2. METODOS

22.1. EXTRACAO ENZIMATICA

Um cérebro humano normal ( ndo tumoral e sem patologia
aparente ) pesando aproximadamente 1100 gramas , obtido com um
tempo "post mortem™ de 6 horas, foi homogeinizado em &gua (1:4
p/v) a 4°C, com o objetivo de provocar uma citélise macica.

Ao homogenato foi adicionado tampdo Tris-HCI 05 M, para
uma concentracdo final de 50mM. Em seguida, 0 mesmo foi
centrifugado  sob refrigeracdo a 25.000 x G durante | hora a
temperatura de 0-4°C. Apo6s a centrifugacdo, obteve-se uma fracdo
representada pelo precipitado ( membranas celulares, nlcleos e
organelas maiores, além de qualquer célula ainda integra ) e outra
correspondente ao sobrenadante. O precipitado foi descartado e o
sobrenadante utilizado para a purificacdo enzimatica.

2.2.2. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A determinagdo da  atividade enzimatica foi  realizada
utilizando-se um substrato fluorigénico com apagamento
intramolecular. O principio da metodologia empregada foi muito
bem explicado por Yaron e colaboradores (1979). Resumindo,
utiliza-se uma molécula que apresenta numa das extremidades u m
grupamento fluorescente  (o-aminobenzoil, Abz) e na outra um
grupamento apagador de fluorescéncia (N-(2,4-dinitrofenil)etileno-
diamino, EDDnp). Enquanto a molecula estiver intacta ndo emitird
fluorescéncia significativa; porém apds qualquer ruptura entre 0s
aminoacidos, com a separacdo do Abz e do EDDnp, o primeiro
passard a emitir uma fluorescéncia pronunciada, que serd captada
pelo espectrofotobmetro nas seguintes condigdes: excitagdo - 318 nm
e emissdao - 419 nm.
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Para 0 nosso estudo, o substrato utilizado foi o Abz-Gly-Gly-
Phe-Leu-Arg-EDDnp  (Abz-Leu-encefalina-ARG-EDDnp), sintetizado

e cedido pelo professor Luiz Juliano, da Escola Paulista de Medicina.

2.2.3. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINAS

A concentragdo de proteinas nas fracBes enziméticas  foi
determinada pelo inétodo de Lowry (1951) modificado, utilizando
como padrdo a albumina sérica bovina (Img/ml).

O perfil de proteinas das fragcbes obtidas durante as
cromatografias foi realizado através da absorcdo de luz ultravioleta,
no comprimento de onda de 280 nm.

2.2.4. DIALISE DAS AMOSTRAS

Ovolume da fracdo sobrenadante foi submetido a dialise com
trés trocas do tampdo Tris-HClI 50mM, a cada 12 horas (1:5, v/v).

2.25. CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE DEAE-TRISSACRYI

De acordo com a metodologia utilizada por Carvalho e
colaboradores  (1992), o sobrenadante dialisado (I0OOml) foi
aplicado numa coluna de DEAE-Trissacryl (30x2,6cm), equilibrada
com tampdo Tris-HCI 50mM, pH 7,5, a um fluxo de 90 ml/h e a uma
temperatura de 4°C. Apbés a aplicacdo da amostra, a coluna foi
lavada com o tampdo de equilibrio e foram desenvolvidos
gradientes do tampdo contendo NaCl nas seguintes concentracdes:
50mM, 100mM, 150mM, 300inM, e 1IM. As fracbes 19 a 52,
correspondentes a  eluicio com  50mM, foram  reunidas e
constituiram o pool principal.



2.2.6. CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE HIDROXIAPATITA

O pool resultante do DEAE-Trissacryl foi concentrado a vacuo
sob pressdo reduzida, a uma temperatura de 4°C, até um volume
final de 60 ml, dialisado contra tampdo fosfato de sédio 10 mM, pH
75 (1.5, viv) e aplicado na coluna de hidroxiapatita (11 x 2,6cm),
equilibrada com o mesmo tampdo da dialise. A coluna foi eluida
com o tampdo de equilibrio, seguido por um gradiente linear de 10
a 400 mM do mesmo tampdo a um fluxo de 60 ml/h e uma
temperatura de 4°C. O pool resultante principal foi constituido pelas
fragbes | a 18, cujas proteinas ndo foram retidas pela resina.

22.7. CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE SEPHACRYL S-200

O pool resultante da hidroxiapatita foi concentrado a vacuo
sob pressdo reduzida, até um volume final de 5ml, dialisado contra
tampao Tris-HCI 50mM, pH 7,5 (1.5, v/v) e aplicado numa coluna de
sephacryl S-200 (160 x 1,9cm), equilibrada com o mesmo tampdo
da didlise. A coluna foi eluida com o tampdo de equilibrio a um
fluxo de 60 mil/h a 4°C. O pool principal foi formado pelas fracdes |
a 21

2.28. PERFIL DE INIBICAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA
PURIFICADA

A atividade enzimética foi avaliada diante do substrato Abz-
Leu-encefalina-Arg-EDDnp na presenca de um unico inibidor de
cada vez. Foram testados inibidores das diversas classes de
proteases, todos em concentracbes da ordem de inicromoles, a
saber: o-fenantrolina, EDTA (&cido etilenodiaminotetraacético) e DTT
(ditiotreitol) para  as metalopeptidases, PCMPS (acido P-
(cloromercuri)-benzeno sulfénico) e NEM (N-etilmaleimida) para as
cisteinas, PMSF (fenlmetanosulfonil fluoride), STI (soibean inibidor
de tripsina) e TPCK (N-tosil-L-fenilalanina clorometil cetona) para
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as serinas, e pepstatina para as carboxipeptidases. Utilizamos ainda
o fosforamidom e o captopril como inibidores da NEP e da ACE
respectivamente, além da benzamidina, TAME (tosilarginilmetil
ester) e bacitracina como inespecificos. O inibidor era inicialmente
pré-incubado com a enzima durante 30 minutos a 37°C e
posteriormente era adicionado o0 substrato Abz-Leu-encefalina-Arg-
EDDnp e realizada a leitura da fluorescéncia no espectrofluorémetro
(excitacao-318nm,  emissdo-419nm).  Todos 0S  ensaios foram
realizados em triplicata.

2.2.9. ELETROFORESE EM PLACA DE GEL DE
POLIACRILAMIDA NA AUSENCIA E PRESENCA DE DODECIL
SULFATO DE SODIO (S.D.S)

A eletroforese foi realizada segundo o método de Maizel
(1965) modificado para proteinas nativas. Como a metalopeptidase
cerebral humana apresentava indicios de um peso molecular
elevado (sephacryl S-200), optamos por um gel a 6%, que permitiria
mais facilmente a entrada das proteinas.

As solucbes utilizadas na preparagdo do gel foram guardadas
em frascos escuros a 4°C e desprezadas apdés 6 meses de seu
preparo, excecdo feita a solucdo de persulfato de amonio que deve
ser preparada na hora.

O processo eletroforético foi desenvolvido em cémara fria a
uma temperatura de 2 a 4°C, com uma corrente de 12mA. ApoGs
uma pré-corrida de 30 minutos, duas fracbes enzimaticas foram
aplicadas em pocos paralelos e, ao final da migracdo, uma das

colunas foi corada pelo método da prata (Bio-Rad Silver Stain), como

descrito por Merril e colaboradores (1984), enquanto a outra foi
cortada em pedacos de aproximadamente 2mm de espessura. Cada

pedaco foi entdo incubado com o substrato Abz-Leu-encefal ina-
Arg-EDDnp em 150pl do tampdo Tris-HCI 50mM, pH 7,5 a 37°C
durante 12i horas quando entdo era realizada a leitura da
fluorescéncia de cada incubacdo para detectarmos em que altura do
gel estava a atividade enzimaética.
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Para a eletroforese com SDS também foi utilizado uma placa
de gel a 6% de poliacrilamida. Esta eletroforese foi realizada de
acordo com a metodologia de Weber & Osbon (1969) e de Davies &
Stark (1970).

As amostras foram diluidas na proporcdo de 1.1 (v/v) com
tampdo fosfato de sdédio, pH 7,0, contendo 2% (p/v) de SDS e 2%
(p/v) de O-mercaptoetanol. A eletroforese foi desenvolvida com
uma corrente de 16 mA e a uma temperatura de 4°C. Como padrdo
de pesos moleculares utilizamos os kits MW-SDS-70 e MW-SDS-200
da Sigma Chemical Company. Para a coloracdo o0 método de prata
(Bio-Rad Silver Stain) também foi empregado.

2.2.10. IIIDROLISE 1)E ALGUNS PEPTIDIOS PELA METALO-
ENDOPEPTFDASE CEREBRAL HUMANA

Foram realizados diversos experimentos para demonstrar a
hidroiise dos peptidios substancia P, bradicinina, fator natriurético
atrial (ANF), angiotensina Il e b-amildide (1-40), nas seguintes
condi¢bes: 5 a 15 pl de uma solucdo a 2% do substrato era incubado
com | a 10 pl da enzima purificada ( resultante da cromatografia
em coluna de sephacryl S-200) em 5 a 15 pl do tampdo Tris-HCI 50
mM, pH 7,5, durante 15 minutos a 37°C. Apds esse tempo, a reacdo
era interrompida por desnaturacdo das proteinas ( aquecimento a
80°C durante 10 min.) e centrifugado a 3000 x G por 10 min. O
sobrenadante era entdo injetado no HPLC com uma coluna Qg ( LC
Shim-pack CLC-ODS, 15 x 0,6 cm ) acoplada, e eluido por um
gradiente de 0 a 50% de acetonitrila em 30 a 45 min, com um
tampdo de trietilamina e acido acético, pH 53, e a um débito de
Iml/min. A deteccdo era feita a 214 nm espectrofotometricamente.
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3. RESULTADOS

3.1. CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA EM COLUNA DE
DEAE-TRISSACRYL DA FRACAO SOBRENADANTE DO
IIOMOGENATO DE CEREBRO HUMANO.

A fig. 2 apresenta o perfil da cromatografia em coluna de
DEAE-TRISSACRYL da fracdo sobrenadante do cérebro  humano,
submetida anteriormente a didlise em tampdo Tris-HCI 0,05N, pH
7,5 e efetuada por aumentos discretos de forca i0nica do tampéo
eluente ( Carvalho, 1981 e Carvalho & Carmago, 1981 )

Neste cromatograma observamos dois tipos de tragcados

a) O tracado com bolinhas pretas representa a leitura de proteinas
no espectrofotbmetro em 280 nm. Os picos a b, ¢ e d representam
as proteinas que foram eluidas com tampdo Tris-HCI, pH 7,5,
contendo 50mM, IO0OmM, 150mM e 300mM de NaCl
respectiva mente.
b) O tracado com bolinhas brancas representa a  atividade
enzimatica. Notam-se dois picos principais sendo a atividade
predominante coincidente com as proteinas eluidas com 50mM de
NaCl.

As fragbes com maior atividade enzimatica foram reunidas
( 363ml ) e concentradas sob pressdo reduzida ( 60ml ).

3.2. CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE HIDROXIAPATITA
DO POOL RESULTANTE DO DEAE-TRISSACRYL.

A fig. 3 mostra o perfil da cromatografia em coluna de
Hidroxiapatita, a qual retém as proteinas dependendo do ndmero de
radicais fosfato nelas contidos. O grafico continuo traduz a leitura de
proteinas no espectrofotbmetro a 280nm. Observam-se dois picos
que representam as proteinas que atravessaram livremente a
coluna ( pico | ) e as que ficaram retidas, e que foram eluidas
posteriormente através de um gradiente linear de 10, a 400mM do
tampao Fosfato de Sdédio, pH 7,5. A atividade enzimética ( traco com



280 nm

DEAE-TRISSACRYL

Fig. 2 - Cromatografia da metalo-endopeptidase da fracdo soldvel do
cérebro humano numa coluna de DEAE-Trissacryl. A  fragéo
sobrenadante  obtida do homogenato do cérebro humano  foi
dialisada contra tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, e foram aplicados
1000 ml numa coluna de DEAE-Trissacryl (30 x 2,6cm) equilibrada
com o mesmo tampdo, com um fluxo de 90 ml/h. Apos aplicacdo da
amostra, a coluna foi lavada com o tampdo de equilibrio e foram
desenvolvidos gradientes do tampdo contendo NaCl nas seguintes
concentragbes: 50 mM, 100 mM, 150 mM, 300 mM e 1000 mM. As
fragbes 19 a 52 foram reunidas e constituiram o pool principal

(363ml).
(-—=—) Absorbancia em 280 nm
( ° ) Atividade enzimética ( Unidades arbitrarias de fluorescéncia)
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HIDROXIAPATITA

Fig.3 - Cromatografia da metalo-endopeptidase do cérebro humano
em coluna de Hidroxiapatita. O pool resultante do DEAE-Trissacryl
foi concentrado a um volume final de 60 ml, dialisado e aplicado na
coluna de hidroxiapatita (11x2,6cm) equilibrada com um tampéao
fosfato de sodio 1OmM, pH 7,5. A coluna foi eluida com o tampédo de
equilibrio, seguido por um gradiente linear de 10 a 400 mM do
tampdo fosfato de sodio, pH 7,5, a um fluxo de 60 ml/h e a uma
temperatura de 4°C. O pool principal (69ml) foi formado pelas

fragcbes | a 18.
(—e—) Absorbancia em 280 nm.
(—o—) Atividade enzimética ( Unidades arbitrarias de fluorescéncia).
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bolinhas brancas) coincidiu com as proteinas ndo retidas pela
coluna. As fracbes ! a 18 constituiram o pool principal ( 69ml ) que
foi concentrado para 6ml.

3.3. CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE SEPHACRYL S-200
DO POOL RESULTANTE DA HIDROXIAPATITA

A fig.4 mostra o cromatograma em coluna de Sephacryl S-200,
a qual separa as proteinas de acordo com o0 seu peso molecular,
deixando passar livremente as de elevado peso (> ou=200.000
Daltons) e retendo as de menor peso.

Nele foi observado o seguinte:
a)A maior parte das proteinas da amostra aplicada na coluna foi
adsorvida pela resina. Logo a minoria que foi eluida inicialmente
deve possuir um bom grau de pureza.
b)O pico da atividade enzimatica coincide com as primeiras
proteinas eluidas da coluna, significando que se trata de uma
enzima de alto peso molecular (> ou=200.000 Daltons ).

As fracbes 1 a 21 constituiram o pool principal (IIml) que foi
concentrado para um volume final de 3ml.

3.4. BALANCO DA PURIFICACAO DA METALO-
ENDOPEPTIDASE ISOLADA DO CEREBRO HUMANO.

A tab.2 mostra o balangco de toda a purificacdo realizada com o
cérébro humano. A completa purificagdo da enzima foi obtida
através de quatro etapas a partir da homogeinizagdo do tecido, com
um grau final de purificacio de 1756 e wuma percentagem de
recuperacdo de 16%.
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SEPHACRYL S-200

Fig.4- Cromatografia da metalo-endopeptidase da fracdo soluvel do
cérebro humano numa coluna de Sephacryl S-200. O pool obtido da
coluna de Hidroxiapatita foi concentrado a um volume final de 5ml
e aplicado numa coluna de Sephacryl S-200 ( 160 x [,9cm ),
equilibrada com tampédo Tris-HCI 50 mM, pH 7,5. A coluna foi eluida
com o tampdo de equilibrio com um fluxo de 60 ml/h e a uma
temperatura de 4°C. O pool principal foi constituido pelas fracbes !
a 21 (llml).

(——) Absorbancia a 280 nm.

(—o—) Atividade enzimatica (Unidades arbitrarias de fluorescéncia )
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Tabela 2- Purificagdo da metalo-endopeptidase da fracdo sollvel do cérebro humano.

Etapa Proteina Atividade Atividade Purificacdo Recuperacao
Total Total Especifica
mg nmoles/h nmoles/h/mg %
HOMOGENATO 11300 63906 5,6 1 1 00
SOBRENADANTE 6690 5 1426 7,7 14 80
DEAE-TRISSACRIL 237 30855 130 23,2 48
HIDROXIAPATITA 8 1 8485 2310 412,5 29
SEPHACRIL S-200 01 10057 10057 1796 16

A atividade enzimatica foi avaliada em aliquotas de cada passo de purificagdo; o substrato utilizado foi
0 Abz-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-EDDnp. A atividade foi expressa em nmoles do substrato clivado por hora.



3.5. ELETROFORESE EM  PLACA IDE GEL DE
POLIACRILAMIDA DA METALO-ENDOPEPTIDASE 1A
FRACAO SOLUVEL DO CEREBRO IHUMANO.

A fig.5 apresenta as eletroforeses em placa de gel de
poliacrilamida com e sem Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) da metalo-
endopeptidase citosolica do cérebro humano purificada.

Na eletroforese sem SDS foi identificada uma Unica banda, de
contornos ndo bem delimitados, que coincide com o0 pico de
atividade enzimatica.

Na eletroforese com SDS apareceram duas bandas bastante
nitidas com pesos moleculares em torno de 100 KDa além de duas
outras na regido de baixo peso (peso molecular em torno de 20
KDa).

3.6. DETERMINACAO DO pll OTIMO DA METALO
ENDOPEPTIDASE DA FRACAO SOLUVEL DO CEREBRO
IHUMANO.

A fig.6 representa a variagdo da atividade enzimatica,
expressa em unidades que traduzem a fluorescéncia emitida, em
funcio do pH do meio de incubagcdo, para a endopeptidase
purificada do cérebro humano. A faixa de pH compreendida entre
6,25 e 8,1 foi obtida com tampdo Fosfato de Sodio. O wvalor do pH
O0timo para a atividade enzimdtica purificada ficou dentro da
neutralidade (entre 7,3 e 7,7 ).

3.7. PERFIL DE INIBICAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA
PURIFICADA DO CEREBRO IIUMANO.

A tab.3 apresenta o efeito dos inibidores de proteases sobre a
atividade da endopeptidase do cérebro humano isolada. Para este
experimento foi utilzado o substrato Abz-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-
EDDnp, que contem ao mesmo tempo um grupamento fluorescente e
um outro apagador na mesma molécula (ver métodos).
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Fig. 5A - Eletroforese em placa de gel de poliacrilamida a 6%
da metalo-endopeptidase cerebral humana purificada, corada pelo
método de prata ( Bio-Rad Silver Stain ) na auséncia de Dodecil
Sulfato de Sddio ( SDS ).
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Fig. 5B - Eletroforese em placa de gel de poliacrilamida a 6%
da metalo-endopeptidase cerebral humana purificada, corada pelo
método de prata ( Bio-Rad Silver Stain ) na presenca de Dodecil
Sulfato de Sodio ( SDS ).

Na coluna a esquerda visualizamos os padrdes de pesos
moleculares ( Kit MW-SDS-70 da Sigma Chemical Co.); de cima para
baixo: albumina bovina ( 66 KDa ), ovalbumina ( 45 KDa ), pepsina (
34,7 KDa ), tripsinogénio ( 24 KDa ) e [3-lactoglobulina ( 18,4 KDa ).
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pH OTIMO

Fig.6- Efeito do pH na atividade da enzima purificada; o tampao

utilizado foi o Fosfato de Sédio O,IM ( pH 6,25-8,1 )
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A atividade enzimatica  foi significativamente inibida pela o-
fenantrolina, EDTA e DTT em concentracbes da ordem de
micromoles ( 100, 80 e 100% de inibicho respectivamente )
sugerindo  fortemente um carater de  metalo-endopeptidase a
enzima. Por outro lado, inibidores classicos da NEP ou ACE como o
fosforamidom e o captopril foram pouco eficientes ou ineficientes
em provocar inibicdo da enzima. Os inibidores de cisteinas, serinas
ou carboxipeptidases também ndo foram eficazes em provocar
inibicdo nessas concentragoes.

3.8. IIDROLISE 1E ALGUNS PEPTIDIOS PELA METALO-
ENDOPEPTIDASE CEREBRAL HUMANA PURIFICADA

A fig.7 apresenta a sequéncia de aminoacidos dos peptidios
utilizados como substratos para a enzima purificada do cérebro
humano normal. Observamos que a substancia P apresentou dois
pontos de divagem, nas ligacbes Gly9-Leul0 e Phe7-Phe8, sendo a
primeira de um modo majoritario. A bradicinina foi hidrolisada na
ligacdo GIj~-Phe5, a angiotensina Il na Tyr™-lle5 e o ANF(5-28) na
Ser25-Phe26.

As figuras 8, 9 e 10 sd&o exemplos de perfis de eluicdo destes
peptidios e seus produtos no HPLC.

O peptidio P-amiléide (1-40) também foi testado como
substrato para a  metalo-endopeptidase  cerebral humana e
apresentou mais de um local de divagem.
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Tabela 3- Efeitos dos inibidores de proteases sobre a atividade da
endopeptidase de cérebro humano.

Classe das Inibidores Cone., Inibicéo
peptidases mM %
M etald o-Fenantrolina ! 100
EDTA l 80
DTT 10 100
Cisteina PCMPS l 0
NEM 1 20
Serina PMSF ! 10
STI l 0
TPCK ! 30
Carboxil Pepstatina 0.16 15
NEP Fosforamidom 0.01 18
ACE Captopril 1 0
Inespecifico Benzamidina 1 90
0.1 5
TAME l 65
Bacitracina ! 18

A atividade enzimatica foi avaliada com o substrato Abz-Gly-
Gly-Phe-Leu-Arg-EDDnp na presenca de um Unico inibidor de cada
vez. Todos os ensaios foram realizados no minimo duas vezes.
PCMPS, 4cido p- ( chloromercurio ) benzeno sulfénico ; NEM, N-
ethilmaleimida ; PMSF, fenilmetanosulfonil fluoride; STI, soybean
inibidor de tripsina ; TPCK, N-tosil-L-fenilalanina clorometil cetona;
TAME, tosilarginilmetil ester.
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RPKPQNFIFG LM(NH2)
rppgKspfr

Substancia P

Bradicinina
DRVY/NIHPF

Angiotensina 11
SSCFGGHMDRIGAQSGLGCNSM"FRY

ANF(5-28)

Fig.7 - Sequéncia de aminoacidos dos peptideos usados como
substratos para a metalo-endopeptidase cerebral humana.

As setas largas indicam o local de divagem majoritério
observado, enquanto as finas indicam locais secundarios
de ruptura.
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Fig.8- Perfil de eluicdo da substdncia P e seus produtos ap0s a agdo
da metalo-endopeptidase cerebral humana.

Sete pl de uma solucdo da substdncia P a 2% foram incubados
com | pl da enzima purificada e 16 pl do tampdo Tris-HCI 50 mM,
pH 7,5, durante 15 min. a 37°C. A reacdo foi interrompida por
desnaturacdo ( fervura por 10 min. a 80°C ). Ap6s a centrifugacdo, o
sobrenadante foi injetado no HPLC. Os peptidios foram eluidos por
um gradiente de 0 a 50% de acetonitrila em 45 min, com um
tampdo de trietilamina e acido acético, pH 53 e a um débito de !

ml/min. Os produtos foram detectados a 214 nm.
a- substancia P (RPKPQNFFGLM(NH2))
m- fragmento RPKPQNFFG
c- fragmento LM(NH2)
d- fragmento RPKPQNF
e- fragmento FGLM(NH2)



Fig.9- Perfil de eluicdo da angiotensina Il e seus produtos apos a
acdo da metalo-endopeptidase cerebral humana.

Quinze pl de uma solugdo de angiotensina Il a 2% foram
incubados com 10 pl da enzima purificada e 5 pl do tampdo Tris-HCI
50 mM, pH 7,5 durante 15 min. a 37°C. A reacdo foi interrompida
por desnaturacdo ( fervura por 10 min. a 80°C ). Apds a
centrifugacdo, o sobrenadante foi injetado no HPLC. Os peptidios
foram eluidos por um gradiente de 0 a 50% de acetonitrila em 35
min., com um tampdo de trietilamina e acido acético, pH 53 e a um
débito de 1 ml/min. Os produtos foram detectados a 214 nm.

a- angiotensina Il ( DRVYIHPF )

b- fragmento DRVY

c- fragmento IHPF
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Fig. 10- Perfil de eluicho do ANF(5-28) e seus produtos apds a acdo
da metalo-endopeptidase cerebral humana.

Quinze pl de uma solugdo do ANF(5-28) a 2% foram incubados
com 10 pl da enzima purificada e 5 pl do tampdo Tris-HCI 50 mM,
pH 7,5, durante 15 min. a 37°C. A reacdo foi interrompida por
desnaturacdo ( fervura por 10 min. a 80°C ). Apdés a centrifugacdo, o
sobrenadante foi injetado no HPLC. Os peptidios foram eluidos por
um gradiente de 0 a 50% de acetonitrila em 30 min, com um
tampdo de trietilamina e acido acético, pH 53 e a um débito de !
ml/min. Os produtos foram detectados a 214 nm.

a- ANF(5-28), (SSCFGGHMDRIGAQSGLGCNSFRY)

b- fragmento SSCFGGHMDRIGAQSGLGCNS
c- fragmento FRY
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4.  DISCUSSAO

41. PURIFICACAO DA  METALO-ENDOPEPTIDASE 1A
FRACAO SOLUVEL DO CEREBRO HUMANO

A purificagdo da metalopeptidase  citosolica do  cérebro
humano foi realizada atravées de trés etapas cromatograficas
consecutivas em colunas de DEAE-Trissacril, Hidroxiapatita e
Sephacril  S-200.

A cromatografia em coluna de DEAE-Trissacril ¢ um método
de troca ibnica que separa as proteinas de acordo com sua carga de
elétrons. Na resina utilizada, o dietilaminoetil (DEAE) € um
grupamento carregado positivamente, atuando como unidade de
troca ibnica para os fracionamentos das proteinas carregadas
negativamente. As proteinas de carga positiva ndo sdo adsorvidas
pela resina, atravessando livremente a coluna e saindo no volume
de eluicdo inicial. O nosso perfil cromatografico demonstra
claramente o0s picos de proteinas eluidas. Para 0 nosso estudo,
utilizamos as proteinas do primeiro pico de eluicdo (50 mM de
NaCl), o que sugere tratar-se de proteinas com cargas ligeiramente
negativas.

O principio da cromatografia em coluna de Hidroxiapatita
baseia-se na riqueza de grupamentos fosfatos presentes na
molécula. Assim sendo, sdo obtidos dois picos: um inicial constituido
de proteinas pobres em fosfatos; e um outro final de proteinas ricas
nos mesmos. Nossa atividade enzimatica coincidiu com o0 primeiro
pico.

I

O terceiro tipo de cromatografia utilizado, em coluna de
Sephacril  S-200, separa as proteinas de acordo com seu peso
molecular, até aproximadamente 200 KDa. As proteinas de maior
peso atravessam mais livremente a resina, enquanto as de menor
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peso sdo retidas e eluidas pouco a pouco pelo tampdo. Em nosso
estudo, o pico de atividade enzimdtica coincidiu com as primeiras
proteinas que sairam da coluna, sugerindo um peso molecular
elevado de nossa enzima, em torno de 200 KDa.

Esta sequéncia de cromatografias mostrou-se eficaz  pois
resultou em 16% de recuperacdo e num indice de purificacdo de
1796 em relagdo ao homogenato bruto de cérebro (tabela 2).

Todas as cromatografias foram reveladas utilizando-se o
substrato Abz-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-EDDnp, uma molécula sintética
com a sequéncia de aminoacidos da Leu-encefalina e apresentando
nas extremidades um grupamento fluorescente( Abz ) e um
apagador ( EDDnp ) ( Juliano et al.,1990; -ver métodos ). Como o
objetivo maior do nosso trabalho foi demonstrar a existéncia de
uma nova metalo-endopeptidase, no cérebro humano normal,
semelhante aquela do X. laevis , a escolha do substrato fluorescente
Abz-Leu-encefalina-Arg-EDDnp baseou-se no fato de que a Leu-
encefalina-Arg foi um dos melhores substratos para a PHIE
(Delporte et al.,1993). Além disso essa escolha foi estratégica ja que
sabiamos que a Abz-Leu-encefalina-Arg-EDDnp fluorescente ndo ¢é
degradada nem pela NEP( Carvalho et al., 1994, resultados nao
publicados), nem pela Endo-oligopeptidase A (Juliano et al., 1990).

O grau de pureza da enzima isolada foi demonstrado através
da eletroforese em placa de gel de poliacrilamida a 6% sem SDS, que
revelou apenas uma banda de limites imprecisos. Esta banda
coincidiu com o pico de atividade enzimética, avaliado através de
incubacdes de pedacos do gel da eletroforese com o substrato.

Na eletroforese em presenca de SDS observamos a existéncia
de duas bandas bem nitidas na regido de alto peso (em torno de
100 KDa) e ainda duas outras na regido de baixo peso
(aproximadarpente 20 KbDa). Este resultado necessita de maiores
confirmagbes e o significado desta decomposicdo  precisa  ser
esclarecido. No momento, estamos realizando nova purificagdo com
intencdo de obter mais enzima para confirmar este agchado e tentar
interpreta-lo.
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4.2. CARACTERIZACAO DA ENDOPEPTIDASE DO CEREBRO
HUMANO

A enzima por no6s purificada apresentou as  seguintes
propriedades:

Beso  molecular em torno de 200 KDa;
bH  6timo dentro da neutralidade (entre 7,3 e 7,8);

Seu espectro de inibicdo  sugere  tratar-se  de uma
metalopeptidase ja que a atividade enzimatica foi
significativamente  inibida  por  o-fenantrolina, EDTA e DTT,
inibidores classicos das metalo-enzimas;

d)Capacidade de hidrolisar de maneira majoritaria as ligacOes
Xaa-Phe, Xaa-lleu e Xaa-Leu de peptidios como bradicinina,
substancia P, ANF (5-28) e angiotensina Il ( onde Xaa= Ser, Phe, Tir,
His, ou Gly );

e) Capacidade de hidrolisar o peptidio (3-amiléide (1-40).

O peso molecular da endopeptidase do cérebro humano €
diferente daqueles da NEP (90 a 94 KDa), da IDE (110 KbDa), da
Endo-oligopeptidase A (70 KDa) e da prépria PH1E (110 KDa), sendo
comparavel apenas ao da ACE (195 a 200 KbDa). No entanto, o0s
experimentos  utilizando  Captopril revelaram tratar-se de uma
enzima diferente da ACE, ja que nossa atividade néo &
significativamente  inibida  pelo  Captopril em dosagens que
seguramente inibiriam  totalmente ~a enzima  conversora de
angiotensina.

O fato de nossa enzima ter sido inibida apenas por O-
fenantrolina, EDTA e DTT (tabela 3) sugere tratar-se de uma
metalopeptidase pura, como a NEP e a PHIE, e diferente da IDE e da
Endo-oligopeptidase A. Estas ultimas, além da presenca de metais
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em suas moléculas, sdo também inibidas pelo NEM e outros
inibidores de cisteinas, sugerindo a presenca de grupamentos tiois.
Estudos recentes sugerem que tais grupamentos seriam tdo ou mais
importantes para a atividade da enzima do que o0s préprios metais,
que atuariam mais na conformagdo estrutural da molécula (Boileau,
comunicagdo  pessoal). Em relagcdo a nossa enzima, estudos
posteriores deverdo demonstrar se ela € uma metalopeptidase
dependente de zinco, e a elucidacdo de sua estrutura primaria
indicara se ela apresenta a sequéncia de aminoacidos His-Glu-Xaa-
Xaa-His caracteristica de um grande numero de metalo-enzimas
com carater termolisina-like, como a NEP (Pozsgay et al., 1985;
Jongeneel et al.,, 1989; Carvalho et al., 1992).

O clearance de hormoénio-peptidios por inativacdo proteolitica
€ um mecanismo geral que pode ser topograficamente associado
com receptores em orgdos alvos ( Roques e Beaumont, 1990;
Schwartz et al., 1990 ). Nossa enzima produz uma divagem seletiva
majoritdria nas ligacbes Xaa-Phe, Xaa-lle, Xaa-Leu de diversos
hormdnio-peptidios como a substdncia P, a bradicinina, o ANF (5-
28) e a angiotensina Il. O significado e importancia fisiologica
dessas clivagens ainda precisa ser melhor esclarecido. No entanto,
sabe-se atualmente que a divagem na ligagdo Xaa-Phe do ANF, por
exemplo, é a responsdvel por sua inativacdo ( Thibault et al., 1984).
Além disso, estudos recentes revelaram que, em ceélulas musculares
lisas, a remocdo do tripeptidio C-terminal do ANF, resultante da
divagem na ligacdo Ser-Phe, ndo ¢é abolida por um inibidor
especifico da NEP, sugerindo que uma peptidase diferente € a
responsavel pela degradacdo do ANF endogeno ( Johnson et al,
1989). Diante deste fato, levantamos a  hipOtese de que a
endopeptidase do cérebro humano possa desempenhar um papel
fisiolégico na degradacdo de hormonios-peptidios.

A hipotese acima é ainda corroborada pelo pH 6timo da
metalopeptgdase cerebral humana, o qual se encontra dentro da
neutralidade ( entre 7,3 e 7,8 ). Este valor do pH o6timo é também
indicativo de uma possivel localizagdo intracelular, citosélica e néo
lisossomal da enzima, ja que as enzimas lisossopiais, como as
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catepsinas, apresentam um pH 6&timo mais baixo, em torno de 5,0,
devido a sua atuacdo fisiologica em meio &cido.

O peptidio P-amildide por no6s utilizado era constituido por
uma sequéncia de quarenta aminoacidos e apresentava dois sitios
potenciais de divagem pela endopeptidase cérebral humana ( fig.
11 ). Nosso resultados demonstram claramente que ele ¢é clivado,
em mais de uma ligacdo, quando incubado com nossa enzima.

fi-amildide  (1-40)

DAEFRHDSGYEVHHOKLVFFA

EDVGSNKGAII GLMVGGVYV

Fig. 11- Estrutura de aminoacidos do B-amildide (1-40) com os
potenciais pontos de divagem pela metalo-endopeptidase cerebral
humana.

No entanto, ndo nos foi possivel, até o momento, determinar

quais as ligacbes rompidas e em que ordem de preferéncia. No0Ssos
estudos com esse peptidio ( o p-amildide ) ainda sdo preliminares.

Porém, o fato dele ser degradado por nossa enzima, uma nova
endopeptidase cerebral humana, abre enormes perspectivas para
estudos futuros que poderdo resultar em importantes implicacdes
fisioldgicas.

Diante 1do exposto acima, finalizamos esta discussdo com a
proposta da descoberta de uma nova enzima isolada do cérebro
humano, provavelmente pertencente a uma  recém-descoberta
familia de metalo-enzimas ( Carvalho et al.,,1992), capaz de
degradar diversos horménio-peptidios.



CONCLUSAO



5.  CONCLUSOES

A metalo-endopeptidase isolada da fracdo solivel do cérebro
humano foi purificada até a homogeneidade, fato demonstrado pela
eletroforese sem SDS que revelou apenas uma banda. Foram
utilizadas as seguintes etapas de purificagéo:

a) Homogenizacdo em agua na proporcdo de 1:4 (p/v);

b) centrifugacdo a 25.000 G, durante ! hora;

c) cromatografia de troca ibnica em coluna de DEAE-Trissacril;
d) cromatografia em coluna de Hidroxiapatita; e

e) cromatografia em coluna de Sephacril S-200.

A endopeptidase cerebral humana apresenta as seguintes
caracteristicas:

a) Peso molecular em torno de 200 KDa;

b) pH 6&timo de atuacdo enzimatica dentro da neutralidade
(entre 7,3 e 7,8), o que sugere um possivel papel fisiologico na
degradacdo de hormdnio-peptidios;

c) é sensivel a o-fenantrolina, EDTA e DTT, o0 que sugere um
carater de metalo-enzima;

d) insensibilidade ao fosforamidom e ao captopril, sendo
portanto diferente da NEP e ACE, respectivamente;

e) insensibilidade a inibidores das serinas ( PMSF, STI, TPCK ),
cisteinas ( PCMPS, NEM ) e carboxipeptidases ( pepstatina );

f) carater termolisina-like por atuar de maneira semelhante a
esta enzima bacteriana bastante estudada, que cliva seus substratos
no lado amino de aminoécidos hidrofobicos ( fenilalanina, leucina,
isoleucina, triptofano e tirosina );
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g) capacidade de clivar o substrato fluorescente  Abz-Leu-
encefalina-Arg-EDDnp na ligacdo Phe-Leu, diferentemente da NEP e
Endo-oligopeptidase A, que ndo o degradam;

h) capacidade de clivar a ligacdo Ser25-Phe26 do ANF, as
ligacbes Phe7-Phe8 e Gly9-Leul0 da substancia P, a ligacdo TM-Ille5
da angiotensina Il e a Gly4-Pheb da bradicinina;

i) capacidade de clivar o peptidio P-amiléide (1-40) em mais
de uma ligacéo.

Portanto, trata-se de uma enzima nova, ainda ndo descrita,
provavelmente pertencente a récem-descoberta familia de
metalopeptidases protagonizada pela PHIE. Sugerimos uma possivel
participacdo dessa nova metalo-endopeptidase cerebral humana na
degradacdo fisiologica de alguns hormdnio-peptidios como  por
exemplo, substdncia P, ANF, bradicinina, angiotensina Il e também
do P-amildide.

As perspectivas de prosseguimento deste estudo sdo enormes
e incluem purificagbes em larga escala para a obtencdo de uma
quantidade de enzima suficiente para permitir:

- Seu sequenciamento e clonagem;

- producdo de anticorpos anti-enzima para Seu  mapeamento
no sistema nervoso central e, quem sabe, em outros tecidos;

- esclarecimento do seu papel fisiolégico, com a utilizacdo de
um  maior namero de substratos naturais, especialmente 0S
pertencentes as familias da pro-encefalina, pro-dinorfina e pro-
opiomelanocortina;

- esclarecimento de sua atuacdo frente ao P-amilode e ao seu
precursor "in vitro" e "in vivo".
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