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GONGCALVES, A.N. Investigagdo do mecanismo bioquimico in vitro da
interacdo da metaloprotease da matriz 2 (MMP-2) com o receptor beta 1
adrenérgico. 2018. 76f. Tese (Doutorado). Faculdade de Medicina de Ribeiréo
Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

RESUMO

As metaloproteases da matriz (MMPs) sdo enzimas proteoliticas que
participam da degradacdo da matriz extracelular no organismo de vertebrados.
Estudos mostram a grande importancia dessas enzimas no processo de
remodelacdo do tecido cardiaco, além de sugerirem a participacdo da MMP-2 em
doencas cardiovasculares. Em estudo recente foi demonstrado que as MMPs clivam
o receptor B2-adrenérgico, contribuindo para o aumento do ténus arteriolar de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR). Acredita-se que processo semelhante possa
ser verificado em relacdo ao receptor B-1 adrenérgico e proteinas das juncdes, que
sao fundamentais para o funcionamento do coracéo. As analises in silico realizadas
mostraram regides provaveis de clivagem pela metaloprotease da matriz 2 humana
recombinante (rhMMP-2) na porcdo extracelular, especificamente na regido N-
terminal deste receptor, no entanto, as andlises de comparacao de similaridade de
substratos ndo apresentaram resultados significativos, embora os resultados
preliminares obtidos no teste in vitro mostraram que houve hidrolise logo no inicio do
peptideo sintético ASPPASLLPPAS, entre os residuos alanina e serina, entre as
duas prolinas e por fim entre o residuo de prolina e alanina, regides com grandes
chances de ocorrer a hidrdlise, pois o substrato nativo desta enzima é o colageno
que é composto por uma cadeia polipeptidica com uma sequéncia de repeticdes
onde geralmente temos glicina-X-Y, onde X normalmente € uma prolina e Y
frequentemente uma hidroxiprolina, e raramente lisina e hidroxilisina, no entanto a
replicacdo deste experimento ndo apresentou o mesmo resultado. Ja os resultados
obtidos no western blotting mostraram que a expressao do receptor € diminuida
guando os cardiomidcitos sdo previamente tratados com 40mM e 120mM de rhMMP-
2 e esse efeito tem uma reversao significativa quando as células sdo previamente
tratadas com inibidores doxiciclina ou ONO-4817, corroborando com os trabalhos
apresentados na literatura em que a rhMMP-2 atua no receptor 31adrenérgico.

Palavras chaves: rhMMP-2; receptor 31adrenérgico; dobutamina, cardiomiocitos.



GONCALVES, A.N. Investigation on the in vitro biochemical mechanism
involved in the interaction of matrix metalloproteinaise 2 (MMP-2) with the beta
1 adrenergic receptor. 2018. 76f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

ABSTRACT

Matrix metalloproteinases (MMPSs) are proteolytic enzymes that participate in the
degradation of the extracellular matrix in the vertebrate organism. Studies show the
great importance of these enzymes in the remodeling process of cardiac tissue,
besides suggesting the participation of MMP-2 in cardiovascular diseases. In a
recent study, MMPs were shown to cleave the 2-adrenergic receptor, contributing to
the increase in arteriolar tone of spontaneously hypertensive rats (SHR). It is
believed that a similar process can be verified also in the -1 adrenergic receptor and
junction proteins, which are fundamental to the heart function. The in situ analyzes
performed revealed sections prone to be cleaved by matrix metalloproteinase 2
recombinant human (rhMMP-2) in the extracellular portion, specifically in the N-
terminal region of this receptor, however, the comparative analyzes of the similarity of
substrates did not present significant results, but those obtained in the in vitro test
showed that there was hydrolysis right at the beginning of the synthetic peptide
ASPPASLLPPAS, between alanine and serine residues, between the two proline and
finally between the proline residue and alanine. Hydrolysis among proline residues
was expected, even though it was not predicted for in silica cleavage, since the
native substrate of this enzyme is collagen, which is composed of a polypeptide
chain with a sequence of repetitions in which it usually has glycine-XY, where X
usually is a proline and Y often a hydroxyproline, and rarely lysine and hydroxylysine,
however the replication of this experiment di not present the same result. The
obtained results in western blotting have presented that receptor expression is
decreased when cardiomyocytes are pretreated with 40mM and 120mM rhMMP-2
and this effect has a significant reversion when cells are pretreated with doxycycline
or ONO-4817 inhibitors, supporting previous studies which demonstrate that rhMMP-

2 acts on the B 1 adrenergic receptor.

Keywords: MMP-2; Bladrenergic receptor; dobutamine, cardiomyocytes.
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INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

Segundo a World Health Organization (WHO) as doencas cardiovasculares
sdo as principais causas de mortes no mundo, aproximadamente 31% das mortes

tiveram sua origem em uma doencga cardiovascular (WHO, 2017).

Estudos epidemiolégicos tém sugerido que dentro os fatores de risco para o
desenvolvimento das doencas cardiovasculares muitos estdo relacionados ao estilo
de vida, como uma alimentacdo rica em energia, tabagismo e principalmente o
sedentarismo (SHI et al, 2016; RIBEIRO et al, 2016). Esses fatores elevam a
producdo sistémica de agonistas dos receptores acoplados a proteina G que sao

vasoconstritores, como as catecolaminas e a angiotensina .

A concentracdo patoldégica desses agonistas regula positivamente a
expressao génica e a atividade proteolitica de metaloproteases da matriz (MMPSs) e
desintegrina e metaloprotease (ADAMs) (BERRY et al, 2013). As respostas
cardiacas frente a expressao patolégica destas enzimas pode ser: crescimento
hipertrofico e fibrose, migracao, proliferacdo e apoptose da musculatura vascular

lisa, além da formacéo de aterosclerose e aneurismas.

Paradoxalmente a super expressdo dessas enzimas podem afetar a
integridade dos receptores adrenérgicos nas suas regifes extracelulares. Uma

possibilidade é que essas proteases clivem a regido extracelular destes receptores.

Seguindo esta linha de pensamento, Rodrigues et al, (2010), demonstraram
que as MMPs clivam o receptor B2- adrenérgico (B2-AR), contribuindo para o
aumento do tonus arteriolar de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e isso se

deve ao fato de sua acdo nao estar restrita somente a degradacdo da matriz



extracelular, mas também a ativacao de receptores de membrana celular, como o0s
adrenoreceptores (PRENZEL et al.,1999). Desta forma, quando o corpo apresenta
uma expressao patolégica dessas enzimas, no caso das doencas cardiovasculares,
estaremos presenciando um fendmeno que por algum mecanismo desconhecido até
o0 momento, faz com que ocorra ndo s6 a degradacdo da matriz extracelular, mas
também uma diminuicdo da expressdo dos receptores adrenérgicos,
especificamente os BAR, levando a uma regulagéo. Isso € prejudicial quando se fala
em terapéutica, pois antagonistas precisam do receptor ancorado na membrana

para poderem agir.

1.1. PROTEOLISE
A complexidade do corpo humano necessita de muita sincronia para a
regulacdo das funcdes fisiologicas. Uma forma de regulacdo de varios processos

fisiol6gicos e patoldgicos ja bem conhecida é a protedlise (THOLEN, 2013).

E a protedlise, que induz ativacdo e subsequente inativagdo de enzimas, o
principal mecanismo de funcionamento, por exemplo, da coagulacao
(MACFARLANE, 1964; ADAMS; BIRD, 2009) e do sistema do complemento

(NESARGIKAR; SPILLER; CHAVEZ, 2012; MERLE et al, 2015).

Enquanto o papel da protedlise na coagulacédo e no sistema complemento foi
decifrado ha varias décadas, o papel da protedlise em outros eventos fisioldgicos e
patolégicos é investigado com muita dificuldade. Embora provado e aceito por
muitos na comunidade cientifica (MEDZHITOV, 2008), o papel da protedlise na
inflamacgéo ainda tem muitas lacunas e provavelmente s6 sera definido nas préximas
décadas com o desenvolvimento de novos métodos capazes de detectar as

modificacbes de peptideos em extratos complexos (KLEIFELD et al, 2010;



PRUDOVA et al, 2010; KLEIFELD et al, 2011). O mesmo ocorre em outras areas de

estudo de doencas, que envolvem cascatas proteoliticas de dificil investigacao.

Atualmente h&d muitas descricbes do aumento de atividade proteolitica nos
tecidos em geral com o envelhecimento e com varias doencas (GRUNE et al, 2001;
HUSSAIN et al, 2017) e isso tem um grande potencial de modificar respostas

fisiologicas de receptores proteicos.

Nas ultimas décadas o numero de trabalhos destinados a compreensédo dos
mecanismos de protedlise tem aumentado, e ndo poderia ser diferente, com mais de
560 proteases humanas descritas desempenhando papéis importantes, tanto nos

processos fisioldgicos quanto patolégicos (ECKHARD et al, 2016).

A primeira referéncia a degradacéo intracelular de proteina foi feita em 1942
por Schoenheimer, que através da marcacdo radioisotOpica, revelou que as
proteinas sdo constantemente sintetizadas e degradadas (SIMONI; HILL;

VAUGHAN, 2002).

Simplificadamente a protedlise é a hidrélise das ligacdes peptidicas formadas
por aminoacidos em uma proteina ou peptideo, podendo formar a partir desta
hidrélise um produto, ou seja, pequenos peptideos ou aminoacidos isolados. O
processamento proteolitico € uma modificacdo poés-traducional, que na maioria das
vezes € irreversivel e funciona como um regulador ubiquo da atividade celular (KING

et al, 2018).

Grande parte da ciéncia da vida tem se concentrado em entender a complexa
relacdo existente entre o gendtipo e fenotipo e as novas tecnologias proporcionaram

avangos neste sentido. Com o surgimento da “Era Gendémica” foi possivel abrir



portas para um “‘mundo novo” que trouxe consigo novos paradigmas. O termo
proteome vem da juncao das palavras inglesas: PROTEIn + genOME e corresponde
ao estudo do conjunto das proteinas de um organismo, um tecido ou célula (YAN et
al, 1996). Embora o termo tenha sido determinado ha muitos anos, a prote6bmica se
tornou muito mais que um apéndice da genbmica (DEUTSCH et al, 2016),
possibilitando assim o estudo do conjunto de proteinas de um organismo e
simultaneamente: sua catalogacdo, determinacdo de abundancia, alteracdes
dependente do genotipo e interacdo com outras proteinas (GYGI; AEBERSOLD,

2000; VALLEDORA; JORRIN, 2011; SPEDA et al, 2017).

Essas novas ferramentas proporcionaram uma maior compreensdo do
mecanismo de interacdo das enzimas, uma das moléculas biologicas mais versateis

do organismo, e seus substratos (ULLA et al, 2018).

Notoriamente as enzimas possuem alta especificidade por seus substratos
(HERSHKOZ et al, 1986), mas a capacidade de catalisar reacdes bioquimicas
adicionais além das suas nativas tem mostrado um grande impacto nas pesquisas e
revelado possiveis novos alvos terapéuticos (VERMA; PULICHERLA, 2016;

COPLEY, 2017; UNTERLASS, et al 2017).

A elucidacdo da degradacéo dos substratos € essencial para entender as vias
proteoliticas, e a degradbmica, que é a abordagem da gendémica associado a
protedmica, revelou substratos provavelmente associados a novos papéis para as

proteases in vivo (LOPEZ-OTIN; OVERALL, 2002; DEAN; OVERALL, 2007).

Muitas proteases foram descritas inicialmente com atuacao extracelular, mas
evidéncias crescentes sugerem que na verdade elas teriam um papel duplo nos

microambientes extracelular e intracelular (RADISKY et al, 2009).



Novos métodos de investigacdo de proteases indicam que os substratos das
MMPs séo variadissimos (PRUDOVA et al, 2010) apresentando desta forma novos

caminhos investigativos e novos paradigmas.
1.2. FAMILIA DE PROTEASES

As proteases sdo enzimas pertencentes a classe das hidrolases, que tem
como funcéo principal a hidrélise de ligacdes peptidicas na presenca de moléculas

de 4gua (PARANTHAMAN; ALAGUSUNDARAM; INDHUMATHI, 2009).

Por serem fisiologicamente necessarias para a vida, as proteases sdo
onipresentes, sendo encontrada em diversas fontes, tais como: animal, vegetal e
microbiana (RAO et al., 1998; KASANA; SALWAN; YADAV, 2011;GONZALEZ-

RABADE et al., 2011).

A base de dados MEROPS database é um banco de dados onde é possivel
obter informacdes sobre proteases que estdo organizadas em espécies, familias e
clas. Seu foco é distinguir proteases através de sua especificidade, de acordo com a
sequéncia que ela cliva. Segundo MEROPS database as sete classes principais
desse modelo de classificacdo s&o: serino-proteases, metalo-proteases, aspartil-
proteases, glutamil-proteases, cisteino-proteases, asparagina-proteases e treonino-
proteases. Foram descritas também mais duas familias definidas como proteases

com mecanismo catalitico desconhecido e misto (RAWLINGS; BARRET, 2018).

A seguir destacamos as caracteristicas das quatro maiores familias segundo

este banco de dados.



1.2.1 SERINO PROTEASES

As serino proteases constituem a maior familia, sendo encontradas em: virus,
procariotos e eucariotos (RANI; RANA; DATT, 2012;). As serinos proteases
apresentam em seu sitio ativo o residuo do aminoacido serina (S), onde a triade
catalitica classica € composta por residuos de Ser-His-Asp. Entretanto encontramos
outros clas formados por triades distintas como as carboxil serino protease Asp-Glu-
Ser e a Ser-His-His (POLGAR, 2005). As serino proteases participam de Vvarios
processos fisioldgicos importantes como: digestdo, coagulacdo sanguinea, resposta
imune e reproducdo. A primeira serino protease que teve seu mecanismo de acao

bem caracterizado foi a quimotripsina, por Bender e colaboradores em 1960.
1.2.2 ASPARTIL PROTEASES

Aspartil protease ou aspartico protease, comumente denominada como
protease acida (DASH et al, 2003) sédo as endopeptidases que possuem em seu sitio
ativo residuos de acido aspartico (D), que esta situado dentro do motivo Asp-Gly-
Xaa, em que Xaa pode ser residuo de serina (S) ou treonina (T). Sdo agrupadas em
trés familias: pepsina, retropepsina e as enzimas de pararetroviroses. Essas

proteases séo inibidas por pepstatina (RAO, 1998).
1.2.3 CISTEINO PROTEASES

Ja a familia das cisteino proteases possui mais de 100 subfamilias descritas
(RAWLINGS et al., 2018) e podem ser encontradas tanto em procariotos quanto
eucariotos. A acao catalitica delas depende de uma diade catalitica consistindo de
um residuo de cisteina (C) e de um residuo de histidina (H), tendo seu pH 6timo

préximo ao neutro (RAO, 1998).



1.2.4 METALOPROTEASES

As metaloproteases sdo endo ou exopeptidases encontradas desde o filo
Cnidario até Cordados. Como dito anteriormente elas pertencem a classe das
hidrolases; nesta familia o ataque nucleofilico € mediado por uma molécula de agua
e, diferente das outras familias, elas necessitam da presenca de um ion metalico
divalente, geralmente zinco, mas algumas vezes cobalto, manganés, niquel ou

cobre, para ativar a molécula de agua. (RAWLINGS; BARRETT, 2013).

Podem ser divididas em dois amplos grupos dependendo do nimero de ions
metélicos necessarios para a catalise; em muitas somente o ion zinco € o suficiente;
em outros casos € necessaria a presenca de dois ions metdlicos agindo
conjuntamente. Normalmente o residuo de amino&cido no qual esses ions metéalicos
se ligam é His, Glu, Asp ou Lys, raramente ocorre a ligagdo em um residuo de Cys.

(RAWLINGS; BARRETT, 2013).

1.2.4.1 METALOPROTEASE DA MATRIZ

A familia da metaloprotease da matriz (MMP) é um grupo de enzimas que
degradam a matriz extracelular e precisam de dois ions de zinco para sua atividade
e um ion de célcio para manter sua estabilidade estrutural (TEZVERGIL-MUTLUAY
et al, 2010). Essa familia tem sido estudada de forma interdisciplinar com a
contribuicdo de diversos campos do saber como, por exemplo: bioquimica, biologia
celular, patologia, imunologia, fisiologia e biologia computacional e do ponto de vista
de diferentes doencas: cancer, artrite, doencas periodontais e doencas

cardiovasculares.



Segundo Osenkowski et al, (2004) para uma enzima ser classificada dentro
da familia MMP € necessario seguir alguns critérios como: hidrolisar ao menos um
componente da matriz extracelular, possuir catalise dependente de zinco no sitio
ativo, ser ativada por protease e organomercuriais, ser inibida por quelantes como
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA); 1,10-phenantrolina ou um TIMP e possuir

em seu cDNA uma sequéncia homologa a da MMP-1.

Sao agrupadas em clas diferentes com base na natureza do residuo de
aminoacido que faz a ligagdo com o ion divalente no sitio ativo (RAO, 1998)
podendo ser agrupadas em: colagenases, gelatinases, estromalisinas, matrilisinas,
transmembrana (MT-MMP) entre outras (NAGASE; VISSE; MURPHY, 2006).

Figura 1. Organizagdo dos dominios das MMPs: S= peptideo sinal; Pro=pro-peptideo; cat=
dominio catalitico; Zn= sitio de ligacdo do zinco; Fn= dominio de fibronectina; Hpx= dominio
hemopexina. Figura retirada de: VISSE, R., NAGASE, H. Matrix Metalloproteinases and tissue

inhibitors of metalloproteinases structure, function, and biochemistry. Circulation Research. v. 92,

p.827-839, 2003.
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Muitos estudos foram realizados para conhecer o funcionamento destas
enzimas, varios deles demostram que a habilidade das MMPs em degradar
colageno intersticial € apenas uma pequena amostra do que essas enzimas Sao

capazes de hidrolisar (SOLOMONOV et al, 2016; ISAACSON et al, 2017).

Novos estudos mostram que ndo somente o colageno, mas outros substratos
podem ser degradados pelas MMPs (MCCAWLEY; MATRISIAN, 2001; PRUDOVA

et al, 2010).

As atividades das MMPs sdo moduladas por inibidores endégenos como a a2-
macroglobulina e o0s inibidores teciduais de metaloproteases (TIMPSs)

(D"ARMIENTO, 2002).

A a2-macroglobulina sédo glicoproteinas capazes de inibir uma grande
variedade de proteases, independentemente da especificidade e mecanismo
catalitico. Agem em endopeptidases como as serino-proteases, cisteino-proteases,

aspartil-proteases e as metaloproteases (REHMAN; AHSAN; KHAN, 2013).

Os principais inibidores das metaloproteases e também os compostos que
mais influenciam sua atividade séo os TIMPs. Ha quatro diferentes TIMPs: TIMP-1,
TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4. Estes inibidores proteicos sdo moléculas relativamente
pequenas (cerca de 20kDa) e atuam formando um complexo de alta afinidade com
uma estequiometria 1:1, onde a regidao N-terminal do TIMP interage com o dominio
catalitico da MMP inibindo assim sua atividade. Ja a porcdo C-terminal do TIMP se
liga ao pro-dominio da MMP através do dominio hemopexina estabilizando o

complexo TIMP/MMP (BREW; NAGASE, 2010).
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Os TIMPs ndo possuem uma acgao seletiva e geralmente inibem todas as
MMPs conhecidas, mas a eficiéncia dessa inibicdo depende de cada par

TIMP/MMP.

TIMP-1 inibe preferencialmente MMP-3, MMP-7 e MMP-9, tendo uma menor
eficiéncia de inibicdo de MMP-14, 15,16,19 e 24. J4 os TIMP-2, 3 e 4 podem atuar
na MMP-2, mas o TIMP-4 tem uma maior afinidade pela MMP-2 e MMP-14 (RIETZ,;

SPIERS, 2012; ARPINO; BROCK; GILL, 2015).
1.2.4.2 METALOPROTEASE DA MATRIZ 2 (MMP-2)

Descrita e isolada inicialmente na década de 70 foi chamada de gelatinase A/
72kDa colagenase tipo IV. Sendo sequenciada por Goldberg e colaboradores em
1988 e purificada de fibroblastos sinovial reumatoide humano, sendo caraterizada

por Okada et al (1990).

Secretadas na forma de zimogénio (enzima inativa) sdo chamadas de pro-
MMP quando estdo nesta forma. A remocédo proteolitica do pré-peptideo perturba a
interacdo do grupamento sulfidril (-SH) de uma cisteina “chave” na regido
PRCGVPD, regido conservada nas MMPs, (BODE et al., 1994). Essa perturbacao
pode ser proteolitica ou por alteracdes conformacionais induzidas por detergentes,
agentes oxidantes ou outro composto que competem com o Zn?* pela ligagcdo com o
- SH como os compostos organomercuriais (WOESSNER, 1991). Esse modelo de
ativacdo foi originalmente proposto como a hipotese do “cysteine-switch”

(BIRKEDAL-HANSEN,1995; YAMAMOTO; MURPHY; TROEBERG, 2015).

Elas podem ser ativadas por clivagem proteolitica, que leva a perda do pro-

peptideo e consequentemente diminuicdo da massa molecular da protease. No
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caso especifico da MMP-2, sua ativacao in vivo foi demonstrada na superficie de
células em decorréncia de outra metaloprotease, MMP-14 (STATON et al., 1998). A
ativacdo da MMP-2 passa por uma etapa intermediaria onde ocorre inicialmente a
remocao de parte do pro-peptideo, entre os residuos 37 e 38, pela MMP-14, sendo
removido depois todo o pré-peptideo pela clivagem entre os residuos de
aminoacidos 80 e 81 (WOESSNER; NAGASE, 2000) é por esse motivo que em
alguns tecidos detectamos o surgimento de MMP-2 com 3 massas diferentes, que
sdo facilmente observadas em zimograma como 3 bandas de 72, 68 e 64kDa,
engquanto que em outros tecidos conseguimos identificar apenas duas bandas, a da

pré-enzima (72kDa) e da enzima ativa (64kDa).

Descrita primeiramente como uma enzima de atuacdo extracelular, evidéncias
crescentes sugerem que a metaloprotease de matriz 2 (MMP-2) possa clivar alvos
especificos intracelularmente como: a troponina |, cadeia leve da miosina 1, a-actina
e a titina (SCHULZ, 2007; ALI; FAN; SCHULZ, 2011; HUGHES; SCHULZ, 2014).
Dean e Overall (2007) relatam a descoberta de mais de 20 novos substratos para a
MMP-2 e diversos trabalhos na literatura sugerem a relagcdo desta enzima com
doencas cardiovasculares (NETO-NEVES et al, 2013; HUGHES; SCHULZ, 2014;

LU; AIKAWA, 2015).

1.3. DOENCAS CARDIOVASCULARES

No Brasil, as doencas cardiovasculares sdo responsaveis por 1/3 dos ébitos
registrados e dentre as principais enfermidades podemos destacar: infarto agudo do
miocardio, acidente vascular cerebral ou AVC e doenca vascular periférica

(RAZMARA et al, 2017). Os fatores de risco tradicionais para as doengas
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cardiovasculares séo: obesidade, diabetes, hipertensdo e dislipidemia (SHARMA

et.al.,, 2017; FOBIAN; ELLIOTT; LOUIE, 2018).

Do ponto de vista fisiopatoldgico, muitas doencas complexas sdo um conjunto
de sinais e sintomas e ndo entidades absolutamente separaveis por uma causa
bioquimica (KOTAS; MEDZHITOV, 2015). Inclusive, esta € uma razdo por que
muitas vezes diferentes tratamentos precisam ser testados até que clinicamente os
sinais e sintomas sejam modificados, uma vez que diferentes causas bioquimicas

explicam os diferentes sinais e sintomas.

7

Neste sentido, é interessante notar que, assim como no passado a
descoberta do papel de proteases como a ECA e a renina no controle da pressao
arterial foi importante para o desenvolvimento de classes de farmacos importantes
para o controle da presséao arterial, hoje possivelmente outras proteases (cuja acao
nao foi caracterizada ainda) tenham papel importante na instalagéo e evolucdo de
quadros de doencas cardiovasculares, e a inibicdo destas proteases poderia levar

ao desenvolvimento de novas ferramentas farmacolégicas.

Os alvos especificos deste aumento da protedlise nos tecidos aguarda o uso
de ferramentas mais especificas para identificar possiveis substratos. Mas, enquanto
se caminha na busca destas respostas (KLEIFELD et al, 2010), uma abordagem
possivel é testar hipoteses quanto ao possivel papel que teria a proteélise por MMPs
em sistemas fisiologicos especificos que estdo alterados em doencas
cardiovasculares, ja que as respostas de agonistas em receptores destes sistemas

esta bem caracterizadas.

Essa abordagem usa também alguns dados da literatura que ja testaram a

protedlise especifica de receptores importantes para o funcionamento do sistema
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cardiovascular, embora nenhum destes trabalhos tenha uma resposta definitiva ou
gque seja considerada importante no contexto da fisiopatologia do sistema

cardiovascular até o momento.
1.4. RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINA G (GPCRs)

A maior familia de receptores da superficie celular transmite sinais aos alvos
intracelulares pela acédo intermediaria de proteinas que ligam o nucleotideo
guanidina, que sdo chamadas proteinas G. Mais de mil receptores acoplados a
proteinas G foram identificados, incluindo um grande numero de receptores para
eicosanoides, varios neurotransmissores, neuropeptideos e hormdnios peptidicos.
Além disso, a familia de receptores acoplados a proteinas G inclui um grande
namero de receptores que sdo responsaveis pelo cheiro, visdo e paladar

(ROSENBAUM; RASMUSSEM; KOBILKA, 2009).

Os receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) sdo estruturalmente e
funcionalmente relacionados e se caracterizam pela presenca de 7 alfa-hélices que
atravessam a membrana plasmatica (7TM). Esse modelo foi apresentado por Dixon
et al, (1987) e demonstra que cada uma das sete regides hidrofébicas atravessa a
membrana formando trés algas intracelulares e trés algcas extracelulares e a porcao
N-terminal do receptor é exposta no meio extracelular, enquanto sua por¢do C-
terminal fica no citoplasma (NETO; RASCADO; BENDHACK, 2006). Esses

receptores compdem um sistema modular que permite a transmisséo de sinais no

organismo do meio extracelular para o meio intracelular.

A via de sinalizagdo comum para os receptores GPCRs € iniciada com a
ligagdo de um agonista especifico que pode ser um: neurotransmissor, hormonio ou

um foéton, no sitio de ligagdo do receptor na superficie da célula. Essa ligacdo causa
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uma mudanca na estrutura do receptor que permite sua interacdo com a proteina G
na membrana celular formando assim um complexo de alta afinidade (STRADER et

al., 1994).

Esta interacdo ativa a proteina G, que entéo se dissocia do receptor e leva o
sinal ao alvo intracelular, que pode ser uma enzima ou um canal. A descoberta das
proteinas G ocorreu quando estavam sendo feitos estudos de hormdnios, como
adrenalina, e se percebeu que isso estava associado ao aumento do AMP ciclico

(AMPc) nas células alvo (COOPER; HAUSMAN; 2014, cap 13).

O AMPc é o principal mediador (segundo mensageiro) nas respostas
celulares a varios tipos de horménios, sendo este o mecanismo usual descrito para

as células de musculo liso e cardiaco que serdo mencionadas neste trabalho.

As proteinas G fazem parte de uma familia de proteinas homologas e
triméricas, formadas de trés subunidades, a, B e y (NETO; RASCADO; BENDHACK,
2006; MARTEMYANOV; GARCIA-MARCOS, 2018). O complexo receptor-proteina G
catalisa a mudanca do nucleotideo guanina na subunidade a da proteina G levando
a dissociacdo da proteina G nas subunidades a e By. A proteina G ligada ao GTP é
a forma ativada que se dissocia do receptor e ativa as proteinas efetoras,
modulando niveis intracelulares de segundos mensageiros e assim a transducéo de
sinais. A dissociacdo do complexo: proteina G/receptor faz com que diminua a
afinidade do receptor pelo seu agonista. Foram identificadas 15 diferentes
subunidades a, B e y (STRADER et al., 1994). A Figura 2 apresenta o processo de

ligagdo de um agonista ao receptor.
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Figura 2. Representacdo da ativacdo de um GPCR: agonist = agonista; a,B,y = unidades que
compdem a proteina G; GDP = guanosina difosfato; GTP = guanosina trifosfato; HD = Dominio
helicoidal; RH = dominio de homologia Ras. Adaptado de: Martemyanov, K.A., Garcia-Marcos, M.
Making useful gadgets with miniaturized G proteins. Journal of Biological Chemistry. v. 293, p.
7474-7475 2018

agonist o

A proteina G pode ter um papel estimulatério (Gs) ou inibitorio (Gi) do sistema
efetor, transmitindo os sinais para dentro da célula e causando uma série de
modificacdes em cascata como: ativacdo de enzimas, abertura de canais i6nicos etc,

0 que levara a uma resposta fisioldgica ou patologica (ALBERTS et al., 2002).

Uma caracteristica dos sistemas de sinalizacdo intracelular consiste na
adaptacao a estimulos de longa duracdo por meio da dessensibilizagdo. A regulacéo
desses receptores pode acontecer por modificacdes pos-sintese e pode ser dividido

quanto a duracéo (lento ou rapido), tipo (homdlogo ou heterélogo) e mecanismo
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envolvido (perda da funcdo, reducdo do numero ou regulacdo para baixo)

(STROSBERG, 1993).

A modulacdo homologa, de forma simplificada, envolve a fosforilacdo do
receptor por quinases acopladas a proteina G que faz com que aumente a afinidade

do receptor as moléculas de B-arrestina, impedindo a interacéo receptor/proteina G.

Isto acontece em todos os subtipos de receptores adrenérgicos que possuem
um, ou as vezes, dois sitios consensus para a fosforilagdo através da rodopsina

guinase ou rodopsina quinase B-adrenérgico (BARK), excecao do B3AR.

Esta ligacdo ocorre na sequéncia Arg/Lys-Arg-X onde X pode ser Ser/Thr no

loop 3 ou no dominio carboxi-terminal proximo ao sitio de ligacao da proteina G.

Ja4 a modulacdo heterdloga envolve a fosforilacdo do receptor pela enzima
PKA ou qualquer estimulo que aumente a concentracdo intracelular de AMPc,
induzindo assim a dessensibilizacdo do receptor. No receptor B;AR e B.AR a
fosforilacdo através da PKA leva a uma regulacédo para baixo nos niveis de mRNA

desses receptores (SUMMERS; KOMPA; ROBERTS, 1997).

A superfamilia dos GPCRs é dividida em seis familias principais que
compartiiham pouca homologia de sequéncia entre os membros de diferentes
familias e algum tipo de similaridade funcional. Apesar de apresentarem a mesma
estrutura hepta-helicoidal diferem quanto ao tamanho do dominio N-terminal, a
localizacdo do dominio onde ocorre a ligagdo do agonista e o préprio agonista

(TUTEJA, 2009; GUREVICH;GUREVICH, 2018).

Dentre essas familias, iremos destacar trés, sendo a primeira destacada a

mais importante para o nosso trabalho:
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- Familia da rodopsina: constitui o maior grupo dentre os GPCRs, neles encontramos
pequenos ligantes e receptores odorantes. Esta familia se subdivide em 3 grupos do
qual o grupo 1 abrange os receptores para pequenos ligantes onde encontramos a
rodopsina e os receptores B-AR. O grupo 2 encontramos receptores para peptideos

e no grupo 3 ligantes para hormonios glicoproteicos.

- Familia da secretina: Essa familia é caracterizada pela presenca de um grande
dominio N-terminal. Apesar de apresentar similaridade morfolégica com o grupo 3 da
familia anterior, os membros dessa familia ndo compartilham nenhuma sequéncia
homologa. Seus ligantes incluem hormdnios como: glucagon, secretina, calcitonina

entre outros.

- Familia dos receptores metabotrépicos de glutamato (mGIuR): menor familia dos
GPCRs compreende os mGIuR e os receptores sensiveis a Ca** . Nesta familia
também encontramos os receptores GABA-B, receptores gustativos e os olfatérios,

assim como a familia anterior, apresentam um grande dominio N-terminal.

Como se pode perceber, grande parte das respostas fisiolégicas dos
vertebrados esta baseada na transducédo do sinal de GPCRs, uma vez que estes
receptores fazem a ponte de comunicacdo entre o meio extracelular e intracelular
das células. O papel classico dos GPCRs € acoplar a ligacdo do agonista a ativacao
de proteinas G heterotriméricas, levando a modulacdo de proteinas efetoras e
modificacdo de funcdo. Entretanto, atualmente ha um grande namero de estudos
mostrando que os GPCRs tem sinalizagdo mais complexa, com respostas variadas
gue levaram muitos autores a propor diferentes classes de "eficiéncia de ligante"
para esta classe de receptores (ROSENBAUM; RASMUSSEN, KOBILKA, 2009).

Apesar de todas as informacfes a respeito desta familia de receptores, conforme
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dito por Rosenbaum et al. (2009) "a questdo fundamental sobre o0 mecanismo que
explica a ligacdo do ligante ao GPCR ativado se mantém: como ligacdo de um
agonista e as resultantes modificagcdes nas interacdes do ligante no bolsdo de
ligacdo levam a modificagbes conformacionais que sdo propagadas da porcao
extracelular da molécula para a superficie citoplasmatica envolvida na ligagcdo com a
proteina G." Neste sentido, em anos recentes houve muitas publicacdes em revistas
de alto impacto a respeito de descobertas recentes sobre a conformacéo da porcéo
extracelular dos receptores desta familia de GPCRs (da familia da rodopsina), em
particular do B1AR e do B.A. A porcdo N-terminal extracelular e outros dominios
extracelulares dos B;AR e B,AR contém uma alfa hélice curta que é estabilizada por
ligacdes dissulfeto intra- e "interloop” (WARNE et al, 2011; BANG; CHOI, 2015). A
preocupacdo com a compreensdo das alteracbes conformacionais (e sua
estabilizacdo) da porcdo extracelular destes receptores € muito grande entre 0s
pesquisadores que estudam a ativacdo e inativacdo desta classe de receptores

(BOUVIER, 2013).

1.4.1 RECEPTOR B1-ADRENERGICO (B1-AR)

Os B-ARs sdo os receptores alvo das catecolaminas, principalmente
adrenalina e noradrenalina, e varias células do corpo possuem estes receptores, que
sdo estimulados por estes hormoénios, levando a ativacdo do sistema nervosos
simpatico na resposta classica ao estimulo de "correr ou lutar" (DE LUCIA et al,

2014).

Ha uma grande concentracdo de B-ARs no coracdo, aproximadamente 75-

80% sao B1-AR do total de B-ARs, sendo essa porcentagem variavel em doencas
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cardiacas (ROCKMAN; KOCH; LEFKOWITZ, 2002). Apés a ativacdo dos receptores
beta 1 ha aumento do cAMP, ativacao da proteina quinase A (PKA), que ira fosforilar
varias proteinas dos cardiomiocitos, desencadeando a sua contracdo (RATHZ et al,

2002; ROCKMAN; KOCH; LEFKOWITZ, 2002).

Assim, os receptores B1-AR atuam no inotropismo positivo e cronotropismo,
sendo importantes alvos para os antagonistas B-ARs, que sédo farmacos amplamente
usados no tratamento de doencas cardiovasculares (OSHIMA et al, 2014). Sob
estresse cardiaco ha uma desregulacédo e um desacoplamento da via de ativagdo do
receptor B1-AR. A super expressao deste receptor resulta em atrofia cardiaca,
aumento da apoptose e eventualmente insuficiéncia cardiaca (STANSFIELD et al,

2014).

A familia dos B-ARs (B1, B2 e B3) possuem polimorfismos associados a
incidéncia de insuficiéncia cardiaca severa. Foram descritos 12 polimorfismos para o
B1-AR do tipo SNP (single nucleotide polimorphism), troca de um Unico par de base,
dentre os quais 8 acarretam na mudanca de aminoacido. Uma troca importante
ocorre no aminoacido da posicdo 49 da regido N-terminal denominada Ser49Gly
(NASCIMENTO et al, 2012). A mudanca nessa posi¢ao pode alternar a conformacgao
das porcdes transmembrana e intracitoplasmatica do receptor, influenciando o
processo de sinalizacdo dos neurotransmissores e sua regulacdo (PEREIRA et al,

2010).

A Figura 3 monstra o esquema de [B-AR de hamster na membrana

plasmatica como exemplo:
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Figura 3. Modelo de distribuicdo do B-AR na membrana plasmatica. Figura retirada de:
Dixon, R.A.F., Sigall, I.S., Candelore, M.R., Registerl, R.B., Scattergood, W., Rands, E.,
Strader, C.D. Structural features required for ligand binding to the ,B-adrenergic
receptor. The EMBO Journal, v.6 no.11 p.3269-3275, 1987.
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Communal et al, (2003) sugeriram que a estimulacdo de receptores -
adrenérgicos (B-AR) induz apoptose em midcitos ventriculares de ratos adultos
(ARVMS), essa estimulagédo leva a um aumento da expressdo e da atividade da
MMP-2 e a inibicdo dessa atividade levaria a inibicdo do receptor produzindo um
efeito proapoptético (MENON et al, 2006). As MMPs sao expressas em baixos niveis
em um miocardio normal, mas sdo muito expressas quando ha insuficiéncia
cardiaca. Com o uso de modelos animais para essa patologia é possivel demonstrar
uma relacdo entre o mecanismo de expressdo das MMPs e o0 processo de
remodelamento do ventriculo esquerdo (SPINALE, 2002). Em outro trabalho os

autores relatam que neurotransmissores como norepinefrina, endotelina e a
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angiotensina Il aumentam a sintese de certas espécies de MMPs em isolados de

miocitos de ventriculo esquerdo (COKER et al., 2001).

Wang et al, (2012) relatam que o sinal dos receptores acoplados a proteina G
(GPCRs), se deve em parte as MMPs e as “proteina desintegrina e metaloprotease”
(ADAMS) e também que elas estariam envolvidas na modula¢do do ténus vascular
bem como na transcricdo e traducdo de mdultiplos genes a jusante dos GPCRs. Os
autores concluem que as MMPs emergem como mediadores de muitos agonistas de
GPCRs e desta forma essas enzimas seriam fortes candidatos como alvos
terapéuticos no tratamento da hipertensao e doencas cardiacas complexas ou com

etiologia desconhecida.

Hakalahti et al, (2010) observaram que a regulagdo dos B-ARs passa por
mecanismos diferentes entre si. Além disso, o f1-AR humano (h B1-AR) esté sujeito
a acao de protedlise nos aminoacidos Arg31|Leu32 e Pro52|Leu53 presentes na
regido N-terminal, sendo essa protedlise constitutiva in vivo e mediada por
metaloprotease, e mais importante, a protedlise na regido Arg31l|Leu32 é
aumentada quando o receptor € ativado por um agonista. A clivagem da regido N-
terminal de B1-AR mediada por metaloprotease foi descrita pela primeira vez em
células de eritrécitos de peru (Jirss et al, apud HAKALAHTI et al., 2010)*. Neste
estudo de 2010 Hakalahti e colaboradores também demonstraram N- e O-
glicosilacbes, e que a presenca destas glicosilacbes impedem a protedlise,
sugerindo que o grau de glicosilagdo possa ser uma forma de protecdo contra a

protedlise.

! JYRSS, R., HEKMAN, M., HELMREICH, E,J. Proteolysis-associated deglycosylation of beta 1-adrenergic receptor in turkey
erythrocytes and membranes. Biochemistry. v. 24, n°13, p. 3349-3354, 1985.
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Em estudo em animais Ferraz et al, (2012) testaram os efeitos da
administracdo intravenosa de MMP-2 recombinante em carneiros sob condi¢cdes

basais e durante a estimulagéo do coragdo com agonista B1-AR , dobutamina.

Foram usados 26 carneiros machos anestesiados em 2 protocolos de estudo.
No primeiro estudo foi injetada a MMP-2 recombinante (intravenosa por 60 minutos)
na concentracdo de 220 ng/Kg/min ou o veiculo, ndo sendo encontradas quaisquer
alteracdes hemodinaminas. No segundo protocolo foi infundida dobutamina
(agonista B1-AR) ou salina ao longo de 3 horas. Um grupo de animais haviam
recebido doxiciclina antes da infusdo de MMP-2. Os resultados mostram que a
dobutamina, conforme esperado, diminuiu o indice de resisténcia vascular sistémica,
efeito que foi atenuado pela MMP-2 recombinante. A dobutamina aumentou o indice
cardiaco e a dP/dT (maxima) ventricular esquerda, efeitos que foram atenuados
pela MMP-2. A administracao prévia de doxiciclina fez com que desaparecessem 0s
efeitos da MMP-2 recombinante. Os resultados mostram que o aumento circulante
da MMP-2 esta associado a reducdo da resposta hemodindmica do B1-AR no

modelo animal testado.

Diante desses fatos e pela importancia do 1-AR em termos fisiologicos e
farmacoldgicos, este trabalho objetivou estudar os efeitos da protedlise deste

receptor pela acdo da rhMMP-2 in vitro.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:

Analisar a protedlise do receptor 1-adrenérgico pela rhMMP-2 e a expressao deste

receptor em cultura de cardiomidcitos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1- Analisar a sequéncia do receptor B-1 adrenérgico in silico: de rato, de

camundongo e humano; comparando-as quanto ao grau de conservacao.

2- Verificar in silico utilizando o programa Cleavpredict se a porcéo extracelular do
dominio N-terminal do receptor B-1 adrenérgico (rato, camundongo e humano)

possui sitios provaveis de clivagem pela rhMMP-2.

3- Comparar a sequéncia da porcdo N-terminal do receptor p-1 adrenérgico com a

sequéncia de substratos da MMP-2.

4- Desenhar peptideos que correspondam a regido extracelular do receptor -1
adrenérgico, especificamente a regido N-terminal. E incubar com rhMMP-2 para

verificar as sequéncias de clivagem por protedlise in vitro.

5- Avaliar a integridade do receptor Bl-adrenérgico em cardiomiocitos de ratos
neonatos em cultura, apds a estimulagao do agonista do receptor 31-adrenérgico,
dobutamina, em células previamente incubadas ou ndo, com rhMMP-2 e doxiciclina

e ONO-4817.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. rhMMP-2

A enzima utilizada nos experimentos foi produzida em nosso laboratério segundo
protocolo de Gongalves et al, (2012) e parte foi adquirida da ABCAM ® (ab174022)
(Cambridge, MA, USA). A enzima comercial foi ressuspendida conforme orientagao

do fabricante.

3.2. ESTUDO IN SiLICO DO RECEPTOR B-1 ADRENERGICO

O receptor Bl-adrenérgico foi analisado em toda a sua extensdo em sua forma
nativa utilizando a plataforma CLEAVPREDICTO. O objetivo desta andlise foi

encontrar possiveis sitios de clivagem onde a rhMMP-2 pudesse atuar.

3.3. SINTESE DOS PEPTIDEOS COM BASE NOS PROVAVEIS SiTIOS DE CLIVAGEM

Com base nos resultados do estudo in silico foram desenhados e sintetizados

peptideos para o0 ensaio enzimatico in vitro:
ASPPASLLPPAS (1107,28 Da)
PPASEGSAPLSQ (1140,22Da)
ASEGSAPLSQWG (1189,26Da)

Os peptideos foram sintetizados pela empresa Biomatik® (Wilminghton,
Delaware, USA). Eles foram ressuspendidos conforme recomendacéo do fabricante
e apos esse procedimento foi realizado ensaio enzimatico in vitro, onde os peptideos
e seus respectivos controles foram incubados na concentragao de 0,02ug/pL com a
rhMMP-2 na concentragao de 0,5 pg/uL, a 37°C por 1h. As amostras foram entao

passadas em uma coluna C18 (EMPORE™ —3M) para realizar a retirada de sal
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segundo protocolo de Rappsilber e colaboradores (2007), em seguida foram

liofilizadas para posterior andlise.

O produto da hidrolise foi sequénciado por massa intacta em espectrémetro
de massas modelo QTof Premier acoplado a um cromatografo liquido, modelo

nanoAcquity ambos da Waters® (Milford, Massachustts, EUA).

Apoés andlise dos resultados foi desenhado e sintetizados mais trés novos
peptideos utilizando apenas o trecho que houve a hidrélise: MGAGALALGASE
(1047,2Da); ASEPCNLSSAAPLPDGA (1599,74Da); GAATAARLLVLA (1126,37 Da).
Novamente realizamos o ensaio in vitro como descrito anteriormente e as amostras

da hidrdlise foram encaminhadas novamente para analise de massa intacta.

3.4. CULTURA PRIMARIA DE CARDIOMIOCITOS

Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Faculdade
de Odontologia de Ribeirdo Preto (CEUA-FORP) (n°® 2014.1.1164.58.4.). O
procedimento para eutanasiar o animal foi por meio de decapitacdo (Yu et al, 2013;
Reinecke et al, 2009; Sakurai et, 2014; Tseng et al 2001). Segundo Sakurai e
colaboradores (2014) para recolher rapidamente as amostras a decapitacdo é o
método mais rapido e eficiente. O protocolo de cultura primaria de cardiomiécitos foi
realizado com coracéo de ratos Wistar neonatos, 1 dia de vida. Os coragfes foram
excisados e os ventriculos foram separados e transferidos para uma placa de petri
contendo tampao ADS 1x (NaCl 0,1M, KCL 5,4mM, MgSO, 0,8mM, D-glucose 0,1%,
NaH,PO,. H,O 0,8Mm e HEPES 20mM). Os ventriculos foram entdo excisados e
submetidos a 6-7 digestdes enzimaticas com colagenase 2 (Worthington, USA),
cada digestéo teve duragcédo de 12 minutos e foi realizada a 37°C sob agitagéo. A

solugdo obtida em cada digestédo foi transferida para um tubo contendo 1mL de
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Newborn Calf Serum (NCS) (Gibco 16010-159), sendo centrifugada a 340xg por 5
minutos a 4°C, o precipitado foi ressuspendidos em NCS. Para a separacdo dos
cardiomidcitos das demais células da suspensao, a solucao foi transferida para um
tubo contendo gradiente de Percoll (9 partes de Percoll para 1 parte de ADS 10x). A
partir desta solucao foi feita uma solucdo de baixa densidade (Top) para retirada de
fibroblastos e uma de alta densidade (Bottom) para separacdo dos cardiomidcitos.
Na solucéo Bottom foi adicionado phenol red (Sigma P3532). Para a formacao do
gradiente essa suspensao foi centrifugada a 340xg por 30 minutos a 4°C, sem
desaceleracdo. As células presentes na fase média formaram uma “nuvem branca” e
foram aspiradas cuidadosamente e centrifugadas novamente a 340xg por 5 minutos
a 4°C. O precipitado foi ressuspendido em meio DMEM contendo 5% de NCS e 10%
de HS (Horse Serum) (Gibco 26050-088), essa solucéo foi plagueada em placas de
6 pocos na densidade de 6x10° células/poco e mantidas em estufa a 37°C com

saturacao de CO, em 5% por 3 a 5 dias com troca de meio a cada 48 horas.

3.5. DETERMINACAO DA INTEGRIDADE DO RECEPTOR BETA 1 ADRENERGICO POR
WESTERN BLOTTING

Para a determinacdo da integridade do receptor beta 1 adrenérgico por Western
Blotting, as células foram estimuladas ou ndo com rhMMP-2 na presenca e auséncia
de inibidores, sendo feito o estimulo do agonista. As culturas primarias de
cardiomidcitos foram plaqueadas até a confluéncia de 80%, uma vez atingido este
valor o meio de cultura foi substituido por DMEM livre de soro e ficaram nesta
condicdo por 1 hora. ApOs este periodo as culturas foram pré-tratadas com
doxiciclina ou ONO-4817 a 10uM e o controle foi tratado com veiculo, durante 30
minutos. Em metade das amostras foi feita a incubagédo concomitantemente com

rhMMP-2, na concentragdo de 40 nM e 120nM por 1 hora. Apés este periodo as
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células foram estimuladas com doubutamina na concentracdo de 10uM por 15
minutos, valor ja pré-estabelecido por Ferraz (2013). Apds o tratamento o meio foi
retirado e os cardiomiécitos foram incubados com HCI 0,1M por 20 minutos para lisar
as células. Com auxilio de um “rodinho” as células foram desprendidas da placa e a
suspensao celular foi centrifugada a 1000xg por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi coletado para avaliacdo das concentracdes de AMPc por imunoensaio enzimatico
utilizando o kit Cyclic AMP EIA (581001, Cayman Chemical, USA) (dados néo

mostrados neste trabalho).

A seguir foram acrescentados 100 uL de tampao RIPA (ThermoFisher-89900)
por amostra. O tampdo RIPA continha inibidores enzimaticos de metalo-proteases,
serino-proteases e cisteino-proteases (os inibidores foram acrescentados
imediatamente antes da adicdo do tampdo as amostras na concentracdo de 1 mM
cada). O extrato foi entdo sonicado em gelo. As amostras foram colocadas no gelo
por 15 minutos. A seguir foi realizada centrifugacdo das amostras por 15 minutos a

12000xg a 4°C.

Para a determinacdo de proteina total foi utilizando o método de Bradford.
Quarenta microgramas de cada amostra foram aplicados por canaleta de gel. Apds a
corrida dos géis de poliacrilamida, foi feita a transferéncia das proteinas para as
membranas utilizando tamp&o de transferéncia (Tris 48mM; glicina 39 mM; metanol
0,2% e SDS 10%). Apos a transferéncia, a membrana foi incubada por 1 h em TBS-
T + BSA 5% para o bloqueio de ligagdes inespecificas. Em seguida foi adicionado o
anticorpo primario anti receptor beta 1 adrenérgico (PA5-18482, Invitrogen, USA)
diluido previamente em TBS-T + BSA na diluicAo recomendada pelo fabricante,

sendo em seguida incubada overnight a 4°C sob leve agitagdo. Apos esse periodo a
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membrana foi lavada 3 vezes durante 5 minutos cada com TBS-T sem BSA e em
seguida incubada com o anticorpo secundario diluido previamente em TBS-T sem
BSA, a membrana ficou nesta solucéo por 1 hora a 4°C sob leve agitacdo. Apos
este periodo foi repetido o procedimento de lavagem anteriormente descrito e em
seguida a membrana foi revelada com o kit do ECL (Millipore). As membranas
passaram pelo processo de "stripping” e foram incubadas com o anticorpo primario
anti beta-actina (Millipore) por 45 minutos a temperatura ambiente. A intensidade
das bandas foi capturada no sistema ChemiDoc (BioRad) e a quantificacao foi feita

utilizando-se o programa Image J (NIH).

3.6. ENSAIO FLUORIMETRICO

Utilizando um substrato fluorimétrico MCA-PLGL-Dpa-AR-NH2 (R&D-ES001) foi
realizado o ensaio para testar a atividade enzimatica da rhMMP-2. O substrato foi
aliquotado conforme recomendacéo do fabricante. Para o ensaio foi utilizado 5uL do
substrato diluido em tampéao Tris- CaCl, a 50mM (50mM de Tris-HCI + 10 mM de
CaCl, , pH=7,4). Utilizando placa de elisa preta opaca acrescentamos 5ulL de
substrato previamente diluido + tampéo Tris- CaCl, +rhMMP-2 na concentracao final
10mM, como controle positivo foi utilizado uma colagenase de Clostridium
hystoliticum. O ensaio foi realizado utilizando o programa SoftMax® Pro5. Para a

excitacao utilizamos o comprimento de onda 320 nm e emisséo 405nm.

3.7. ANALISE ESTATISTICA

Os dados bioquimicos foram analisados por ANOVA de 1 via seguida pelo teste post

hoc Tukey. Os resultados foram expressos como média + E.P.M. (Erro Padrdo da
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Média) e um valor de probabilidade menor que 0,05 foi considerado o nivel minimo

de significancia estatistica.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Utilizando os dados apresentados por Prudova e colaboradores (2010) onde

mapearam 0S possiveis aminoacidos clivados pela MMP-2 em autélise e suas

frequéncias nas posi¢cbes P4-P4’, realizamos um estudo in silico do receptor 87-AR

de Rattus norvergicus, Mus musculus e Homo Sapiens para detectar possiveis

pontos de clivagem pela rhMMP-2 neste receptor.

Para tanto fizemos um

alinhamento da sequéncia de aminoacidos do receptor 31-AR de Rattus norvergicus

(Rn) x Mus musculus (Mm) e Rattus norvergicus x Homo sapiens (Hs) utilizando a

plataforma BLASTp suite 2-sequences (NCBI).

Figura 4. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos do receptor 31-AR de Rattus norvegicus

(Rn) e Mus musculus.

O alinhamento foi

realizado utilizando o programa Bioedit

(http://www.citeulike.org/user/echinotrix/article/691774). Os pontos correspondem aos residuos

de amino&cidos iguais.

NP_036833.1 Rattus norvegicus
sp|P34971| Mus musculus
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sp|P34971| Mus musculus

NP_036833.1 Rattus norvegicus
sp|P34971| Mus musculus

NP_036833.1 Rattus norvegicus
sp|P34971| Mus musculus

NP_036833.1 Rattus norvegicus
sp|P34971| Mus musculus
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sp|P34971| Mus musculus
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Figura 5. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos do receptor f1-AR de Rattus norvegicus (Rn) e
Homo sapiens. O alinhamento foi realizado utilizando o programa  Bioedit
(http://www.citeulike.org/user/echinotrix/article/691774). Os pontos correspondem aos residuos de
aminodcidos iguais.

10 20 30 40 50 &0
NP_036833.1 Rattus norvegicus MGAGALALGASEPCNLSSAAPLPDGAATAARLLVLASPPASLLPPASEGSA E-‘I.%.,)Qn'r MGLLLALIVL
NP_000675.1 Homo sapiens T e - - ) 2 - J R P

NP_036833.1 Rattus norvegicus LIW VLVIV \ I AKTPRLOTLTY L IMSL \S] _DLU'H LLVVPFGATIVVWGRWEYGSFFCELWTSVDVL
NP_000675.1 Homo sapiens R .

NP_036833.1 Rattus norvegicus CVTASIETLCVIALDRYLA ITLE:R’QQLLTR__R.RLVC““VN ISALVSFLPILMHWWRAESDEARRCY
HP_OOOG'?S'], Homo sapiens <2

NP _036833.1 Rattus norvegicus mmccn:w NRAYAIASSVVSE ‘VI‘LCIM. FVYLRVE Rr. ummmaczm "LTGPPRPPS--—-—-
NP_000675.1 HOMO SAPi@NS . ... ...ctcsinonestsaseratosaasassssonatosasasaasatanans .A....PSPSPV

NP_036833.1 Rattus norvegicus P PsP%D PPRP ADS A
NP_000675.1 Homo sapiens . AP, ... AARATAP. ... .AG. ... tetiennnencannn

360 370 B0 350 400 410 42

NP 036833.1 Rattus norvegicus RDLVPDRLFVFFNWLCYANSAFNPIIYCRSPDFRKAFORLLCCARRAACRRRAAHCDRPRASCCLARAGP

HP:OOOG'?S'],Homosa.pians R A = - U - (PR P -
470

NP_03GB33.1 Rattus norvegicus PPSI" I’SDDDDDD— \GATPP? _RLLEPH CHGGTTTVDSDSSLDEPGROGEFSSESKV

NP_000675.1 Homo sapiens W ............ «...=RRA.... .C.P..A.....

De acordo com o alinhamento notamos que a identidade do B1-AR entre as
espécies Rattus norvegicus e Mus musculus é de 98% e entre Rattus norvegicus e
Homo sapiens é de 88%. Quando analisamos a regido N-terminal, regido de nosso
interesse, observamos uma identidade de 100% para Rattus norvegicus e Mus

musculus, o gue ndo corre com a espécie Homo sapiens.

Utilizando outra plataforma, CLEAVPREDICT, simulamos uma clivagem na
regidao N-terminal do B1-AR utilizando a MMP-2 como enzima para as trés espécies

citadas (http://cleavpredict.sanfordburnham.org/) e observamos o seguinte resultado:
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Figura 6. Clivagem in silico do receptor B1AR de Rattus norvegicus, Mus musculus e Homo
sapiens realizada utilizando a plataforma CLEVPREDICT. Os residuos de aminoacidos em
vermelho sdo os possiveis pontos de clivagem e os residuos em verde correspondem a
regides onde ocorrem polimorfismos de base Unica (SNP).

B1Rn e B1Mm

MGAGALALGASEPCNLS SAAPLPDGAATAARLLVLASPPASLLPPASEGSAPLSAQ
B1Hs

MGAGVLVLGASEPGNLSSAAPLPDGAATAARLLVPASPPASLLPPASESPEPLSQ

A clivagem realizada in silico mostrou que para os receptores de Rattus
norvegicus e Mus musculus a clivagem ocorre no sitio P1, posi¢des 15, 31, 32 e 41
produzindo os respectivos residuos; SEPCN-LSSAA, ATAAR-LLVLA, TAARL-LVLAS
e SPPAS-LLPPA, para o receptor de Homo sapiens a clivagem também ocorre no
sitio P1, nas posicbes 15, 31, 32, 41 e 47 produzindo os respectivos residuos
SEPGN-LSSAA, ATAAR-LLVPA, TAARL-LVPAS, LPPAS-ESPEP. A sequéncia
FASTA apresentada pelo programa CLEAVPREDICT além de identificar os
possiveis sitios de clivagem, aminoacidos em vermelho, também fornece os sitios de
polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) aminoacidos em verde. Polimorfismo de
nucleotideo Unico ocorre quando uma base nitrogenada localizada no DNA de

cromossomos homologos é trocada, isto ocorre em 1% da populacéo.

A presenca de polimorfismos podem acarretar modificacdes no produto final
dos genes (LATHTI et al 2012), levando a algumas alteracdes e implicacdes
funcionais diferenciadas que podem ou n&do estar associadas a uma condi¢ao

patolégica.
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A presenca de SNP do tipo Ser39Gly (PEREIRA et al, 2010) no 1-AR de
Homo sapiens ndao impede que ocorra a clivagem da ligacao nesta regido segundo a

clivagem in silico do CLEAVPREDICT.

Classicamente a MMP-2 cliva colageno nativo do tipo IV e V (OKADA, et al
1990) e tem uma alta afinidade por colageno desnaturado (gelatina) e fibronectina
(BERGMANN, et al 1995), além de elastina, laminina 1 e 5 e agrecana

(BARRET;WOESSNER; RAWLLINGS, 2004).

Desta forma realizamos um estudo in silico da regido N-terminal do receptor
B1-AR de Rattus norvegicus com substratos conhecidos da MMP-2 para ver sua
identidade. Primeiro fizemos o alinhamento com a sequéncia da elastina e
observamos uma identidade de 55% entre a regido N-terminal do receptor e essa
glicoproteina em Mus muscullus e de 36% de identidade em Homo sapiens como
mostrado na figura abaixo.

Figura 7. Alinhamento in silico do receptor B1AR e a glicoproteina elastina realizada
utilizando a plataforma BLASTp suite 2-sequences (NCBI). Os residuos de aminoacidos
em vermelho correspondem a sequéncia consensus. Em (A) receptor f1-AR de Rattus

norvegicus e elastina de Mus muscullus ; (B) receptor B1-AR de Rattus norvegicus e
elastina Homo sapiens.

A B
B1Rn 21 PLPDGAATAAR 31 B1Rn 22 LPDGAATAARL 32

PP G AAR PG AR
EMm 800 PFPGG-GVAAR 809 EHs 50 YPGGVLPGARF 160

Para o substrato agrecana essa relagdo ficou em 30% e 55% quando a
comparacao € Rattus norvegicus x Mus muscullus e para Homo sapiens 31% de

identidade.
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Figura 8. Alinhamento in silico do receptor B1AR e a proteina agrecana realizada
utilizando a plataforma BLASTp suite 2-sequences (NCBI). Os residuos de
aminoacidos em vermelho correspondem a sequéncia consensus. Em (A) receptor 31-
AR de Rattus norvegicus e agrecana de Mus muscullus ; (B) receptor f1-AR de Rattus
norvegicus e agrecana Homo sapiens.

A

B1Rn 3 AGALALGASEPCNLSSAAP-----LPDGAATAARLLVLASPPASLLPPAS 47
#*GAlL G B LS PG #* ¥ 8 P48 |P: S
AgMm 1220 SGALDFGKLPPGTLGSGQTPEVNGFPSGFSGEYSGADIGSGPSSGLPDFS 1269

B1Rn 44 PPASEGSAPLS 54
P EGS P S
AgMm 692 PGEEEGSTPTS 702

B

B1Rn 5  ALALGASEPCNLSSAAPLPDGAATAA 30
*+1G8+ P L ® LHQ T
AgHs 1520 GVDLGSGPPSGLPDFSGLPSGFPTVS 1545

As lamininas sdo glicoproteinas com fungBes comuns e especificas e
possuem diversas isoformas (AUMAILLEY, 2013) utilizando UniProtKB realizamos o

alinhamento da laminina 1, subunidades a,B e y e obtemos 0s seguintes resultados:

Figura 9. Alinhamento in silico do receptor B1AR e a proteina laminina 1 realizada
utilizando a plataforma BLASTp suite 2-sequences (NCBI). Os residuos de
aminoacidos em vermelho correspondem a sequéncia consensus. Em (A) receptor
B1-AR de Rattus norvegicus e laminina 1 de Mus muscullus ; (B) receptor B1-AR
de Rattus norvegicus e laminina Homo sapiens.

B1Rn 12 EPCNLSSAAPLPDGAA 27 B1Rn 15 NLSSAAPLPDG 25
PCN S A + DG NL+ P+P G
La1Hs 949 RPCNCSVAGSVSDGCT 964 La1Hs 1579 NLTGIIPVPYG 1589
B1Rn 20 APLPDG 25 B1Rn 6 LALGASEPCN 15
P PDG A+G CN

LB1Mm/Hs 917 CPCPDG 922 LyMm/Hs 1278 FAVGGRCKCN 287
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Para as subunidades aMm obtivemos 42% e 45% de identidade
respectivamente e para aHs a relacdo ficou em 44% e 45%. Ja para as subunidades
B e y obtivemos porcentagens iguais tanto para Mm quanto para Hs, sendo 67%

subunidade B e 40% para a subunidade vy.

O ultimo substrato analisado foi o colageno tipo IV. O colageno é a maior
classe de proteinas fibrosas insolUveis encontradas na matriz extracelular dos
organismos e existem diversos tipos. Ela € constituida por trés cadeias
polipeptidicas chamadas alfa. Analisamos a identidade do colageno tipo IV alfa 1

tanto de Mm quanto Hs e obtivemos 33% e 30% de identidade, respectivamente.

Figura 10. Alinhamento in silico do receptor B1AR e colageno IV a1 realizada utilizando
a plataforma BLASTp suite 2-sequences (NCBI). Os residuos de aminoacidos em
vermelho correspondem a sequéncia consensus. Em (A) receptor B1-AR de Rattus
norvegicus e colageno IV de Mus muscullus ; (B) receptor 1-AR de Rattus norvegicus
e colageno IV de Homo sapiens.

B1RN 29 AARLLVLASPPASLLPPASEG 49
A+++ L PP+ P SG
Col4alMm 638  AGKVVPLPGPPGAAGLPGSPG 658

B1Rn 30  ARLLVLASPPASLLPPASEG 49
+++L PP+ P SG
Col4a1Hs 639 GKIVPLPGPPGAEGLPGSPG 658

Apds essas andlises iniciamos nosso estudo in vitro, para tanto desenhamos e

sintetizamos inicialmente trés peptideos. As regides selecionadas com base nos
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estudos prévios teve inicio no residuo Ala36 terminando no Trp57, os dois ultimos
residuos do terceiro peptideo sintetizado foram substituidos por W (Trp) e G (Gly) ao
invés de Q (Glu) e W (Trp) como na sequéncia do receptor sendo, portanto: peptideo
1: ASPPASLLPPAS (1107,28 Da); Peptideo 2: PPASEGSAPLSQ (1140,22 Da);

Peptideo 3: ASEGSAPLSQWG (1189,26 Da).

Para esse ensaio inicial utilizamos um pool da rhMMP-2 produzida em nosso
laboratorio e apds 0 ensaio in vitro observamos que ocorreu hidrolise no peptideo 1

nas regioes:

Ala 1/Ser2 , Pro3/|Pro4 , Pro10 |Ala11

Os peptideos 2 e 3 ficaram intactos, isto €, sem hidrolise. Esse resultado se
mostrou bem positivo, pois a hidrolise do peptideo 1 pelas previsdes do estudo in
silico ocorreriam na regido do residuo de serina. Nos resultados obtidos observamos
gue houve uma hidrélise logo no inicio do peptideo 1, entre o residuo alanina e
serina, depois entre duas prolinas e por fim entre o residuo de prolina e alanina. A
hidrolise entre os residuos de prolinas ja era esperado, mesmo nao sendo previsto
na clivagem in silico, pois o colageno € composto por uma cadeia polipeptidica com
uma sequéncia de repeticbes onde geralmente temos: glicina-X-Y, onde X
normalmente € uma prolina e Y frequentemente uma hidroxiprolina, e raramente
lisina e hidroxilisina (KRAMER et al, 2001). Na literatura encontramos trabalhos
como de Seltzer e colaboradores (1990) que estudaram a especificidade da
clivagem da MMP-2 utilizando colageno tipo | desnaturado e peptideos sintéticos e

observaram uma preferencia de clivagem entre os residuos do aminoécido Gly e
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residuos hidrofébicos. De forma semelhante nossos resultados mostraram essa

preferéncia.

Com base nesses resultados realizamos uma nova sintese de peptideos so
gue agora englobando uma regido mais proxima do local onde ocorreu a hidrolise
anterior, 1: MGAGALALGASE (1047,2 Da); Peptideo 2: ASEPCNLSSAAPLPDGA

(1599,74 Da); Peptideo 3: GAATAARLLVLA (1126,37 Da).

Para essa nova andlise, devido a problemas com a producdo de nossa

enzima, optamos por refazer todo o experimento com uma recombinante comercial.

Antes de realizarmos o0 ensaio in vitro fizemos o teste do fluorimetro para

testarmos a atividade da enzima comercial, como segue no gréafico a seguir:

Figura 11. Grafico mostrando a atividade de fluorescéncia da rhMMP-2. t (s)x RFU

e
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Os resultados obtidos nesta nova hidrélise com a enzima comercial ndo foi

satisfatorial Nenhum dos peptideos testados sofreu hidrélise, desta forma néo
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conseguimos replicar o0s resultados obtidos anteriormente. Hakalahti e
colaboradores (2010) utilizando um sistema heterdlogo de expressao conseguiram
identificar fragmentos da por¢cado N-terminal e constatar dois sitios de clivagem, um
entre a Arg31-Leu32 e outro Pro52-Leu53. Inibidores de MMPs foram capazes de
inibir esta hidrélise, enquanto a mutacdo nos residuo Arg31-Leu32 foi responsavel
pela maior estabilizacdo do receptor na membrana. Sugerindo que o receptor B1-AR

sofreria acdo pelas MMPs, isso foi observado nos ensaios in vitro.

Embora as atividades in vitro possam ser intrigantes uma questéo que fica a
ser respondida é, serd que substratos nesta conformacdo séo biologicamente

relevantes in vivo?

Coleman e colaboradores (2016) estudando o receptor GPR37L1, um
membro na familia dos GPCRs abundante no cerebelo, descobriram que ele é
constitutivamente ativo quando expresso em cultura de células, mas quando sua
regido N-terminal € hidrolisada perde sua atividade. Eles descobriram que a hidrélise
desta regido € mediada por uma metaloprotease e isso ocorreu tanto em cultura de
células quanto no proprio cerebelo de roedores, identificando assim, um mecanismo
de sinalizacdo desconhecido até agquele momento para este receptor, o que resulta
ndo somente no desenvolvimento critico para o cerebelo como possiveis

implicacbes em doencas cardiovasculares.

De forma semelhante, Park e colaboradores (2017) estudaram a regido N-
terminal do B1-AR em sitios onde ocorrem as modifica¢cdes pos-traducionais como: a
O-glicosilacdo e a N-glicosilagdo; sitios que sd@o normalmente ignorados, e

descobriram que as glicosilagdes do tipo O-glicosilagdo previnem a hidrolise do N-
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terminal deste receptor bem como influenciam as respostas de sinalizacdo em

cardiomidcitos e que mutacdes sitio dirigida nesses sitios ndo preveniam a hidrélise.

Overall (2004) cita que trabalhos recentes vém revelando que as MMPs
clivam cada vez mais moléculas bioativas e sinalizadoras, desta forma o dogma de
que as MMPs sdo apenas proteases responsaveis pela remodelacdo da matriz
extracelular ganha outra dimensédo. Martinez e colaboradores (2004) relatam que a
adrenomedulina, um potente vasodilatador, expresso em células endoteliais e
musculares dos vasos sanguineos é um novo substrato bioativo para as MMPs in

Vivo.

Concomitantemente ao experimento anterior fizemos a andlise das culturas
de células de cardiomidcitos utilizando a técnica de western blotting para verificar a
integridade do receptor quando exposto a rhMMP-2. Os resultados mostraram que
quando o receptor é exposto a uma concentracdo de 120mM de rhMMP-2, figura 12,

ocorre uma diminuicao significativa em sua expressao.

Isso também foi observado em relacéo a concentracdo de 40 mM, mas menos
evidente que a concentracdo anterior, além disso quando as células foram tratadas

com inibidores, seletivos ou ndo, houve reverséo do processo.
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Figura 12. Western blotting do receptor $1-AR com anticorpo monoclonal anti- f1-AR
controle B1-actina. Quantificacdo da expressao relativa do receptor apés tratamento
com 120mM de rhMMP-2, com ou sem inibidores.
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Figura 13. Western blotting do receptor $1-AR com anticorpo monoclonal anti- f1-AR
controle B1-actina. Quantificacdo da expressao relativa do receptor apds tratamento
com 40mM de rhMMP-2, com ou sem inibidores.
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Ferraz (2012) em ensaios funcionais (dados ainda n&o publicados) obteve
resultado semelhante quando observou a concentracdo de AMPc em culturas de
células de cardiomidcitos previamente tratadas com rhMMP-2. Nas culturas em que
a concentracdo de rhMMP-2 eram maiores houve uma diminuicdo desse segundo
mensageiro. Esse processo foi revertido quando as culturas eram simultaneamente
tratadas com os inibidores, doxiciclina ou ONO-4718, indicando assim uma possivel

acdo da rhMMP-2 neste receptor.
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5. CONCLUSAO

A partir da observacao dos resultados podemos sugerir que a rhMMP-2 afeta
de alguma forma a dinamica de funcionamento do receptor B1-AR e varios trabalhos
na literatura corroboram nossos resultados. No entanto, quando olhamos
isoladamente para os resultados obtidos nos ensaios in vitro com 0s peptideos,
questionamos o fato da conformacdo espacial dos aminoacidos e a posicao de
ancoragem da porcao N-terminal na superficie celular, talvez influenciar a ocorréncia
desta hidrélise. Apesar disso, este trabalho deve ser visto no seu contexto de
experimento clinico, com suas vantagens e desvantagens, e neste sentido apresenta
uma contribuicdo cientifica relevante para a literatura, a qual é: assim como alguns
trabalhos anteriores de fato a MMP-2 é uma das proteases capazes de clivar este
importantissimo receptor para o controle da pressao arterial e ritmo cardiaco. Os
resultados dos experimentos foram também comparados com predicdes in silico de
clivagens pela sequéncia de aminoacidos deste receptor pela MMP-2, bem como
pela comparagcdo da identidade da regido N-terminal do receptor com outras
espécies e com outras proteinas que sao substratos conhecidos da MMP-2. Os
resultados sdo importantes também para nosso grupo de pesquisa, pois apresentam
mais um dos aspectos da participagdo de MMPs super expressas em algumas

doencas cardiovasculares.

As dificuldades encontradas durante a conclusdo deste trabalho norteou o
grupo para algumas modificacfes e alteracbes que serdo feitas em experimentos
futuros, com a finalidade de responder com mais propriedade a relagdo entre a

MMP-2 e o B1-AR.
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