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RESUMO

O estudo de macrointeragées na matriz extracelular (ECM)
foi abordado em trés modelos; a interac¢do colageno/colagenase, a
interacado colageno/fibronectina e finalmente, a evolucgio da familia
enzimatica das metaloproteinases de matriz (MMP).

As MMP se caracterizam por sua notdvel especificidade
contra componentes da ECM. As colagenases intersticiais, os membros
mais estudados, clivam os coldgenos intersticiais em um Gnico ponto
da molécula produzindo dois fragmentos caracteristicos. Usando a
hipdétese da hidropaticidade complementar, a qual estipula que
peptideos codificados por sequéncias nucleotidicas complementares
podem interagir entre si, fol possivel caracterizar a sequéncia
SQONPVQP em colagenase de fibroblasto ou SSNPIQP em colagenase de
neutréfilo como importantes na interacdo das respectivas enzimas com
o coldageno nativo.

0 fato da fibronectina, outro componente da ECM, ligar-se
no mesmo dominio do coldgeno clivado pelas colagenases possibilitou
a utilizagido da mesma abordagem acima (hidropaticidade complementar)
no estudo da interaclo colageno/fibronectina. Sendo assim, foi
possivel caracterizar a sequéncia TNEGVMY da fibronectina como
importante na interagdo com o colageno. Adjacente a este sitio na
fibronectina, existe uma segquéncia (AAHEEIC) que & homdloga ao sitio
de ligag¢do ao zinco presente nas MMP. Isto originou a possibilidade
de que zinco pudesse modular a interagdo colageno/fibronectina. De
fato, zinco aumentou especificamente a ligagdo entre colageno e

fibronectina.



Finalmente, abordou-se alguns aspectos filogenéticos da
familia das MMP. Fol caracterizada uma relag¢doc filogenética entre o
ndcleo enzimatico das MMP e o dominio correspondente tanto na

protease de Serratia como na protease B de Erwinia chrysanthemi,

membros da mesma familia de metaloproteinases bacterianas. Sendo
assim, a atividade catalitica das MMP pode ter sido herdada das
metaloproteinases bacterianas, enquanto a especificidade ao

substrato talvez se constitua em uma aquisicdo das MMP eucariéticas.



Summary

The study of extracellular matrix (ECM) macrointeractions
was approached in three models: the collagen/collagenase
interacticn, the collagen/fibronectin interaction and the molecular
evélution of the matrix metalloproteinase (MMP) family of enzymes.

MMP is characterized by its remarkable specificity against
ECM components. Interstitial collagenases, the best studied members,
attack interstitial collagens at a unique site producing two
fragments. Using the complementary hydropathy hypothesis that states
that peptides encoded by complementary nucleotide sequence can
interact one tc another, it was possible to characterize the
sequence SQNPVQP (in fibroblast collagenase) or SSNPIQP (in
neutrophil collagenase) as important in the interaction of the
respective enzymes with collagen.

The fact that fibronectin, another ECM component, binds at
the same domain on collagen that is cleaved by collagenases arose
the possibility of using the same approach (complementary
hydropathy) in the study of collagen/fibronectin interaction. It was
possible to characterize the fibronectin sequence TNEGVMY as
important in the interaction with collagen. Adjacent to this site,
there is a sequence (AAHEEIC) that shows an homology to the
zinc-binding site present in several MMP. Therefore, zinc could be a
modulator the collagen/fibronectin interaction.

Finnaly, sone phylogenetic aspects of the MMP family were
studied. It was characterized a phylogenetic relationship between
the catalytic core of MMP and the corresponding domain in Serratia

protease and protease B from E. chrysanthemi, members of the same




family of bacterial metalloproteinases. The catalytic activity of
MMP can have evolved from the bacterial metaloproteinases whereas

the substrate specificity is an acquisition of eukaryotic MMP



INTRODUGAO

O estudo da evolugio dos organismos vivos representa uma
das areas mals excitantes da biologia moderna. Durante os bilhdes de
anos decorridos entre o surgimento do progencto e dos vertebrados
superiores algumas etapas representaram saltos qualitativos dentro
de um contexto de complexidade organica. Como exemplo podemos citar
o desenvolvimento da multicelularidade. A maioria dos autores
acredita em uma evolugdo monofilética dos metazodrios e que
organismos do género Volvox sfdo intermediarios neste processo. Como
conseguéncia da multicelularidade, houve o desenvolvimento de um
espago intercelular que com o aumento da complexidade precisou ser
preenchido. Paralelamente, entdo, uma matriz protéica desenvolveu-se
ocupando tais espagos {Har-el & Tanzer, 1993). Analisando a escala
filogenética, tal matriz extracelular (ECM) apresenta-se pela
primeira vez nos primeiros organismos multicelulares, ou seja, o0s

membros do filo Porifera (Garrone, 1984).

A ECM pode ser dividida em duas principais estruturas
macromoleculares; as membranas basais e o estroma conjuntivo
adjacente (Hay, 1984). Esta distincdo fol primeiramente verificada
por intermédio da microscopia eletrénica e postericormente confirmada
por andlises blogquimicas, as quais mostraram que ambas as estruturas
apresentam componentes diferenciados (Paulsson, 19%92). As membranas
basais delimitam os dominios do tecido conjuntivo. Cé&lulas
epiteliais bem como endoteliais estdo assentadas sobre membranas

basals enquanto células musculares e nervosas sao envolvidas por



elas (Paulsson, 1992). Por sua vez, o estroma conjuntivo representa

toda a matriz restante.

Algumas décadas atras predominava o conceito erréneo de que
a ECM teria um papel primariamente estrutural ou de sustentacgéo
fHay, 1984). Atualmente, sabe-se que a ECM como um todo e alguns de
seus componentes isolados sdo funcicnalmente ativos, sendo capazes
de ativar expressio génica entre outros exemplos (Lin & Bissel,
1993). De fato, a presenca de uma ECM organizada parece ser
determinante em muitos processos morfogenéticos (Trelstad, 1984).
Vale citar os experimentos classicos de Hay (Greenburg & Hay, 1982),
onde células de origem epitelial guando mergulhadas em um gel de
colageno passam a expressar um fendtipo mesenguimal, inclusive com

os marcadores caracteristicos deste tipo celular.

Componentes de membrana basal

Do ponto de vista biogquimico, as membranas basais s&o
constituidas de proteoglicanas, colageno e glicoproteinas
niao-colagenas (Weber, 1992). Na década de 80, uma das principais
discussdes a respeito das membranas basais era a natureza intrinseca
ou nac de seus componentes (Leblond & Inoue, 1989). Acredita-se que
0 colageno do tipo IV e a laminina sejam os Gnicos componentes
encontrados exclusivamente nas membranas basais. A organizacgao
estrutural das membranas basals & conseguida através de um processo
muito bem coordenado de deposicado de seus componentes envolvendo
tanto homo como hetercinteragdes. Dentre todas as glicoproteinas
ndo-~coligenas, a mais bem estudada & a laminina(Beck et.al., 1990).

Esta glicoproteina & composta de trés cadeias polipeptidicas



diferentes denominadas A,Bl e B2. Através da microscopia eletrénica,
foi demonstrado que a laminina tem a forma de uma cruz assimétrica
com trés bracos curtos e um longo (Beck et.al., 1990 e referéncias
citadas). A capacidade adesiva da laminina tem sido demonstrada em
muitos modelos. A digestdo proteolitica da laminina por diversas
proteases tem permitido o isolamento de diferentes fragmentos, os
guais retém atividade bioldégica (Paulsson, 1992). Gracas a esta
metodologia, descobriu-se que o centro da cruz, o fragmento P1,
possue pelo mencos um sitio de ligagdo a célula. O estudo da

laminina, e mais genericamente da ECM, foi extremamente facilitado

pela utilizacgdo do tumor EHS (Engelbreth-~Holm-Swarm), um sarcoma gue

produz quantidades abundantes de componentes de membrana basal.

Outro componente exclusivo das membranas basais & a
entactina ou nidogénio (Carlin et.al., 1981). Esta glicoproteina
encontra-se formando um complexo ndo-covalente com laminina em
tecidos normais e devido a isto tem também sido chamada de cadeia C
de laminina (Paulsson, 1992). Um dos mais recentes componentes de
membrana basal descrito & a proteina SPARC (secreted protein acidic
and rich in cystein) (Dziadek et.al., 1986). SPARC foli primeiramente
isolada de uma matriz dssea calcificada mas posteriormente foi
demonstrado gque sua expressdo ndo se restringe a este sitio
anatémico. A razdo de SPARC ser considerada um componente de

membrana basal & que ela & produzida em grandes quantidades por EHS

(Dziadek et.al., 1986).

Varias proteoglicanas estao presentes na ECM. Estas
moléculas se caracterizam por apresentar um nicleo protéico, ao qual

estdo ligadas varias cadeias de glicosaminoglicanas ( polimeros de



dissacarideos) (Weber, 1992). Um dos pontos mais interessantes a
respeito das proteoglicanas é sua expressio diferenciada durante o
desenvolvimento (Trelstad, 1984). Na morfogénese da glandula
salivar, por exemplo, a proteoglicana condroitin sulfato &
encontrada nas membranas basals durante os estdgios iniciais do
desenvolvimento. Nos estdgios finais tal proteoglicana & substituida
pela heparan sulfato que permanecerad nas membranas basais no adulto
(Bernfield et.al., 1984). O grupo de Bernfield tem também descrito
uma protecglicana de superficie celular, chamada sindecan que parece

estar envolvida em diferentes processos celulares (Saunders et.al.,

1289)

Componentes do estroma conjuntivo

0 estroma conjuntivo, assim como as membranas basais, sédo
constituidos basicamente de glicoproteinas coldgenas, ndo-colagenas
e proteoglicanas. Muitos tipos celulares té&m no estroma conjuntiveo
seu habitat como por exemplo os fibroblastos. Cutras células de
cdrater migratdério também tém um intimoc contato com o estroma.
Discutirei a seguir alguns dos principais componentes do estroma

conjuntivo.

Colageno

0 colageno & uma das proteinas mais bem estudadas nos seres
vivos. Conhecido desde o século passado restam poucas didvidas de
gue a evolugdo da ECM ocorreu coincidentemente com a evolugdo desta

glicoproteina extracelular. Como ja citado acima, & possivel



encontrar uma ECM bem definida nas esponjas. Nestes mesmos animais,
ja se encontram também no minimo dois tipos de colageno (Expeosito &
Garrone, 1990). Atualmente com o nlimero crescente de proteinas
colagenas sendo descritas ( ja foram descritos 18 colagenos) é
possivel englobar todas em uma Gnica familia génica. De todos estes,
entretanto, os mais bem estudados sdoc os coldgenos intersticiais,
denominados do tipo I, II e III que apresentam uma estrutura
quaterndria caracteristica, a tripla hélice de coldgeno (revisto por
van der Rest & Garrcne, 1991). Tal estrutura & formada pela homo ou
heteropolimerizacdo de duas cadeias polipeptidicas denominadas
alphal e alpha2. Este tipo de estrutura é hoje muito bem
caracterizadoe inclusive com coordenadas de difragio de raio X . Cada
cadeia polipeptidica forma uma hélice com torg¢ac a esguerda e todo
terceiro residuo tem sua cadeia lateral voltada para o centro da
hélice. Por questées estéricas, somente um residuo com uma cadeia
lateral pequena é permitido nesta posigdo. Esta pode ser a razdo da
existéncia da repeticgdo Gly-X-Y em todos os segmentos em hélice dos
colagenos. A tripla hélice é estabilizada pela presencga de
iminocdcidos nas posigdes X e Y. Cerca de 1/3 destas posigdes s&o
ocupadas por prolina ou hidroxiprelina, uma forma

pos-traducionalmente derivadd de prolina.

Todos os colidgenos intersticiais apresentam basicamente a
mesma ocrganizagdo estrutural. Eles apresentam um dominio em
tripla~hélice com cerca de 1000 residuos de aminodcidos. Na
extremidade carboxi-terminal ocorre um dominio globular (o
propeptideo C) ligado por varias pontes dissulfeto. Este dominio
estd envolvido no "assembly" do heterotrimerc. O dominio em

tripla-hélice é separado do dominio carboxi-terminal globular por



uma regiido de aproximadamente 30 residuos que contém um sitio
suscetivel & digestdo por proteinase C. Outro pequeno dominio em
tripla-hélice & encontrado na extremidade amino-terminal, o qual &
separado da tripla-hélice central por um sitio suscetivel a
proteinase N. A sintese e deposigdo dos colagenos intersticiais é
um processo extremamente complexo com varias etapas
pés—traducionais. Todo o processso estd muito bem descrito em livros
texto bem como em excelentes revisdes (van der Rest & Garrone, 1991;

Burgeson, 1988).

A estrutura em tripla hélice, bem como sua composigdo (rica
em imincdcidos) confere aos colagenos uma resisténcia notdavel a
digestdo proteolitica. Poucas proteases sdo capazes de clivar
moléculas de colageno nativo, entre elas algumas proteases
bacterianas e as colagenases intersticiais que serdo extensivamente
discutidas posteriormente. A evolucdo da familia dos colagenos & um
assunto também fascinante. Muitos autores tém sugerido que
duplicacdes de um gene ancestral composto de 54 pb ocasionaram tal
estrutura repetitiva (Chu et.al., 1984). De fato, a maioria dos
exons do gene dos colagenos intersticiais apresenta 54 ou 108 pb de

comprimento.

outro colageno muito estudado & o tipo IV, exclusivo das
membranas basais (Yurchenko & Schiffny, 1990). Sua principal
.caracteristica é a auséncia de uma estrutura fibrilar em tripla
hélice. As moléculas de coldgeno do tipo IV se depositam na forma de
uma rede onde intera¢des amino-amino e carboxi-carboxi predominam.
Acredita-se que tal forma de deposicdo se constitua no principal

centrc de sustentagdo das membranas basais.



FIBRONECTINA

A fibronectina & também abundante na ECM. Esta
glicoproteina plasmatica e extracelular se caracteriza por sua
notavel capacidade adesiva. Varios eventos celulares estao
intimamente relacionados & interagdo célula/fibronectina (Ruoslahti,
1988) . A fibronectina existe no plasma sanguineo e nos tecidos como
um dimero de peso molecular aparente de 450-500 kDa e parece ser
extremamente conservada em todos os animais multicelulares (Har—El &
Tanzer, 1993). A capacidade adesiva da fibronectina deve-se a
presenca de miltiplos sitios de ligagdo a célula e a outros
componentes da ECM, tais como fibrina, heparina e col&geno. Estudos
usando fragmentos de fibronectina permitiram determinar as regides
da molécula importantes para a ligagdo com as células (Piershbacher
et.al., 1981). Especificamente neste casco, um fragmento de 120 kDa
produzido por digestdo guimiotriptica reteve a capacidade de
ligar-se & superficie celular. Com a utilizac¢do de outras digestdes
proteoliticas e de peptideos sintéticos, o grupo de Ruoslahti
caracterizou o peptideo RGDS como um sitio de ligagfo a célula na
molécula de fibronectina (Piershbacher & Ruoslahti, 1984). Sem
qualquer sombra de davida, tal descoberta representou um dos grandes
passos no estudo da ECM. A partir de entdo, varios grupos
caracterizaram a sequéncia RGDS como um dos principais fatores de
adesdo celular em diversos modelos. Gragas a estes estudos, houve a
caracterizacgdo das integrinas, uma familia heterodimérica de
receptores celulares particularmente envolvidos em interacgdes

célula-célula e célula—-ECM (Hynes, 1992).



Uma das assocliag¢des macromoleculares mais bem estudadas da
ECM refere-se a interagdo colageno/fibronectina (revisto por
Ruoslahti, 1988). Alguns sitios de interag8o foram descritos em
ambas as proteinas (Owens & Barale, 1986; Guidry et.al.,1990;
Kleinman et.al.,1981)., Entretanto, o fato de fibronectina
sabidamente interagir com o dominio clivado pela colagenase na
molécula do colageno (Kleinman et.al.,1976) tem atraido a atengdo de
alguns pesquisadores. Sabe-se que a interag¢do colageno/fibronectina
é inibida por uma prévia digestdo do colageno por colagenase
(Kleinman et.al.,1981). O fato de duas proteinas, no caso
fibronectina e colagenase, interagirem com mesmo dominio no colageno
pode trazer implicagdes estruturais para ambas as proteinas, tal
como uma semelhanga de conformagdo no sitio de ligagdo. Recentemente
uma sequéncia de 15 aminodcidos (AAHEEICTTNEGVMY) presente na
fibronectina fol caracterizada como o sitio de ligac¢do ao colageno
(Owens & Barale, 1986). Um fato bastante interessante & a maior
afinidade da fibronectina pela gelatina do que pelo colageno nativo
(Kleinman et.al., 1981). De fato, esta interacdo & a base do
protocolo de purificagao da fibronectina, no qual gelatina &
acoplada 4 uma coluna de Sepharose. Isto parece sugerir que a
estrutura quaternaria do coldgeno & uma restrigdo & interagdo com a

fibronectina. A interacgdo colageno/fibronectina sera um dos temas

abordados experimentalmente nesta tese.

Face a tudo que foi discutido acima, fica evidente que a
ECM como um todo se constitui em um obstaculo a eventos de migragao
celul -, sejam eles normais ou patoldégicos. De fato a ECM sofre um

processo constante de "turnover". Células epiteliais e/ou



mesenquimais secretam constitutivamente enzimas capazes de degradar
componentes da ECM. Um equilibrio entre sintese e degradacédo &
responsavel pelo estado normal da ECM (Woessner, 1991). Em situacgdes
de regeneracgdo, por exemplo, este equilibrio tem de ser desfeito
prevalecendo o processo de sintese, Muitas patologias se
caracterizam por uma alteracdo neste equilibrio desencadeando, entao
um processo de degradag¢do incontrolado da ECM. Como exemplo de tais

processos patolégicos temos a invasdo tumoral e a artrite,

Algumas enzimas parecem estar intimamente envolvidas neste
processo de "turnover" da ECM tais como as serina proteases, as
cisteinas proteases e as metaloproteinases de matriz (MMP) (Liotta
et.al., 1991; Souza et.al., 1994). Como ja citado acima, um
descontrole na regulagdo destas enzimas pode levar a um fendtipo
invasivo e nesses casos € muito provavel o envolvimento de todas
estas proteases em um mecanismo tipo cascata. De todas as serina
proteases a mais bem caracterizada como importante no processo
invasivo tumoral & o ativador de plasminogénio, mais especificamente
a urokinase (u-PA) (Sappino et.al., 1987). Anticorpos contra u-PA
sdo capazes de inibir invas&o tumoral "in vitro" bem como a
colonizagao pulmonar por células de melanoma murino (Ossowski &
Reich, 1983; revisto por Liotta et.al., 1991). Além disso,
inibidores de serina proteases inibem invasdo tumoral "in vitro"
(Mignatti et.al., 1986). Muitos autores té&m sugerido ndo um papel
primario, mas sim secundario das serina proteases nos processos
invasivos, servindo basicamente para a ativa¢do extracelular das

metaloproteinases de matriz.
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METALOPROTEINASES DE MATRIZ (MMP)

A hidrélise de ligagdes peptidicas é uma das mais
frequentes e importantes modificag¢des enziméticas em proteinas. Com
o acimulo de dados de sequéncia e estrutura tornou-se claro gque as
proteases poderiam ser classificadas em familias sendo que membros
de uma mesma familia compartilham semelhancas estruturais e/fou
funcionais. Atualmente, o critério mais racional de classificagdc é
baseado na comparac¢do de sitios ativos e no mecanismo de agdo. A
Internation Union of Biochemistry reconhece quatro classes ou
superfamilias enzimaticas; as serina proteases, as cisteina
proteases, as aspdrtico proteases e as metaloproteases ( ou
metaloproteinases) (Beynon & Bond, 1989). Como o modelo de estudo
nesta tese refere-se a uma familia das metaloproteinases, irei me

deter especificamente nesta classe de enzimas.

A maioria das metaloproteinases contém zinco como um ion
essencial para a atividade catalitica (Rawlings & Barret, 1993). A
comparagdo das sequéncias de diversas metaloproteinases permitiu
classificar diferentes familias dentro desta classe (Jiang & Bond,
1992). As mais importantes sdo: termolisina, astacina,
metaloproteinases de veneno de cobra, metaloproteinase de Serratia e
MMP. Todas as enzimas compartilham uma sequéncia extremamente
conservada (HEXXH) que é responsavel pela coordenagao do atomo de
zinco (Valle & Auld, 1990). A andlise cristalografica de algumas
metaloproteinases, incluindo a astacina, tem indicado que as duas
histidinas presentes na sequéncia acima estdo diretamente
coordenadas ao zinco (Bode et.al., 1992). De fato, mutag¢des nas duas

histidinas presentes em estromelisina de rato confirmaram a sugestao
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acima (Sanches-Lopes et.al., 1988).

Alguns critérios tém sido usados na tentativa de se
classificar os membros da familia MMP, entre eles: homologia com
colagenase de fibroblasto; atividade catalitica dirigida contra
componentes da ECM; suscetibilidade & inibig¢do por TIMP (tissue
inhibitor of metaloproteinases) e secrec¢do na forma de um zimogénio.
A tabela 01 mostra tocdos os membros das MMP e suas principais
caracteristicas. As MMP tém despertado a atencdo de muitos grupos
neos dltimos anos devido ao fato de gque muitos dos seus membros
parecem estar envolvidos no processo invasivo de células cancerosas
(revisto por Liotta et.al., 1991). A colagenase intersticial bem
como a colagenase do tipo IV sdo encontradas em grande quantidade em
diferentes tipos tumorais (Monteagudo et.al., 1991; revisto por
Liotta et.al., 1991). Células transfectadas com diversos oncogénes
apresentam uma expressdo aumentada de MMP (Bonfil et.al., 1989; Kerr
et.al., 1988). O uso de TIMP eliminou o fendétipo metastatico em
células tumorais engquanto transfecgdo com oligonucleotideos
antisense de TIMP, o que blogueia a expressao do mesmo, aumentou a
capacidade invasiva de células transformadas (Khokha et.al., 1989;
Khokha & Denhardt, 1989). Recentemente, Basset et al (19%0) clonaram
um novo membxro da familia MMP, chamado de estromelisina 3, que
apresenta uma expressio bastante aumentada nos fibroblastos normais
que envolvem as células cancerosas em um tumor de mama. Tal
descoberta indica que as células tumorais sdo capazes de induzir a
expressdo de MMP em células normais. Comec discutido acima, a
capacidade invasiva das células tumcrais & decorrente de uma
alteracdo no equilibrioc sintese/degradagdo de componentes da matriz

extracelular. Fica claro, entdo, gque um controle fino na atividade
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das MMP & fundamental em um ambiente extracelular normal.
Evolutivamente, este controle foi conseguido através do
desenvolvimento de diferentes mecanismos regulatdrios tais como a
regulagao da expressdo génica e o controle do processo de ativacgao
enzimatica (Matrisian, 1992). Além disso, o préprio controle da
expressdao de TIMP representa um passo regulatdrio na atividade das
MMP (Khokha & Denhardt, 1989). Vale enfatizar que as MMP também tém
um papel fundamental em muitos processos normais no organismo como
remodelamento tecidual durante o desenvolvimento, angiogénese,
cicatrizacdo e migragdo celular (Woessner, 1991). Do ponto de vista
terapéutico, inclusive, tem havido muita discussdo a respeito de
possiveis inibidores de MMP, os quais poderiam ser utilizados em

algumas situagdes patolégicas.

Outro ponto bastante interessante a respeito das MMP é sua
estrutura modular. A figura 01 mostra um esquema desta estrutura.
Todas as MMP, com excessdo de PUMP e das gelatinases, apresentam uma
organizagdo de dominios muito parecida com aquela mostrada na figura
01 (Matrisian, 1992). E possivel identificar, por exemplo, um
dominio de ativacgdo que contém a sequéncia PRCGVXNPD e que é perdido
durante o processo de ativacdo. Van Hart e Birkedal-Hansen (1990)
tém proposto um mecanismo de ativagdo para as MMP baseado em uma
possivel interagdo entre o residuo de cisteina na posi¢do 73 e o
atomo de zinco no sitio ativo. Esta interac¢do bloquearia o sitio
ativo, provavelmente excluindo a dgua da esfera de coordenagdo do
zinco. Sabe-se que todas as hidrolases contendo zinco no sitio ativo
possuem agua como o quarto ligante, o que é essencial para a

catalise ( Valle and Auld, 1990). Outro dominio bastante evidente na

estrutura das MMP é o nicleo enzimdtico, o qual contém o sitio de
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FIGURA 01: Estrutura modular das MMP.
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ligacdo ao zinco. Segue-se um dominio rico em prolinas gue nas
colagenases estd organizado em repeticgdes da sequéncia Y-X-Pro onde
X e Y sao quaisquer aminodcidos (Goldberg et.al., 1986) . Na
extremidade carboxi-terminal, encontra-se um dominio com certo grau
de homologia com hemopexina, uma proteina sérica capaz de ligar

grupos heme.

Todos os membros da familia MMP compartilham um razoavel
grau de homologia entre si. Apesar disto, existe uma especificidade
a nivel de substratos. Por exemplo, apesar dos 50% de homologia
entre colagenase de fibroblasto e estromelisina, ambas as enzimas
apresentam substratos diferentes. Enquanto a estromelisina & capaz
de degradar varios substratos incluindo proteoglicanas e gelatina, a
colagenase tem sua atividade dirigida primariamente contra moléculas
de coldgeno nativo (Harris et.al., 1984; Gross & Nagai, 1965). A
tabela 01 mostra a especificidade de todos os membros da familia
MMP. Exemplos interessantes sdo as gelatinases de 72 e 92 kD onde a
especificidade para a gelatina & dada por um dominioc adquirido da
fibronectina (Collier et.al., 1988). Diferentes grupos tém mostrado
gue o nicleo enzimdtico das MMP apresentam uma atividade catalitica
intrinseca (Lowry et.al., 1992; revisto por Birkedal-Hansen et.al.,
1993 e Woessner, 1991) sem especificidade ao nivel de substratos.
Tal especificidade reside em sequéncias presentes em outros dominios
como no caso de fibronectina mostrado acima. Lowry et.al. (1992) tem
mostrado que um fragmento recombinante de colagenase que corresponde
ao nicleo enzimatico apresenta atividade proteolitica degenerada
perdendo a especificidade contra moléculas de colageno. A
especificidade deste fragmento corresponde ad especificidade de PUMP

que possue apenas o dominio de ativacgdo e ¢ nlcleo enzimatico
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{Quantin et.al., 1989). PUMP, no entanto, apresenta uma forte
atividade de proteoglicanase (Quantin et.al., 1989; Matrisian,

1992) .

0 estudo da relagdo estrutura-fungao nas MMP traz a
necessidade de se discutir importantes questdes a respeito da origem
e evolugdo da familia. A presenca de metaloproteinases em bactérias,
por exemplo, origina a possibilidade de uma relacgao filogenética
entre estas e as MMP. Alguns autores falharam na tentativa de achar
tal relagao (Murphy et.al., 1991; Jongeneel et.al., 1989). Da mesma
forma, a estrutura modular das MMP origina um outro ponto de
discussdo. Todos os dominio evoluiram em conjunto ou eles foram
adquiridos em épocas diferentes durante a histéria evolutiva da
familia? Como discutido por Matrisian (1992), a organizacéo
exon/intron nos genes das MMP sugere gue a familia evoluiu por
duplicagdo génica de uma metaloproteinase ancestral contendo o
dominio de ativagdo e o nlicleo enzimatico, e por eventos de "exon
shuffling" que levaram & aquisicdo dos outros dominios. De fato,
tanto o dominio ligante de gelatina nas gelatinases como o dominio

"collagen-like" na gelatinase B parecem ter sido adquiridos por

"exon shuffling"” (Collier et.al., 1988; Wilhelm et.al., 1989).

A estrutura truncada de PUMP de certa forma corrobora a
sugestdo de Matrisian (1992). Especulou-se que PUMP seja a MMP atual
mais homéloga ao gene primordial. A natureza deste gene primordial,
no entanto, permanece desconhecida. De fato, McFerrow (1986)
observou que o nicleo enzimatico da colagenase de fibroblasto

apresenta uma homologia significativa com a protease de Serratia sp

e especulou que talvez esta homologia reflita uma ancestralidade
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comum. Mais recentemente, no entanto, Murphy et.al. (1991) discutiu a
relacdo filogenética entre as MMP e as metaloproteinases
bacterianas. Eles concluiram que somente estromelisina 3 apresenta

um certo grau de parentesco com as metaloproteinases bacterianas.

Com o objetivo de se estudar a origem da familia das MMP e
mais especificamente a evolugdo da especificidade ao substrato em
seus membros, uma parte deste trabalho & destinada a andlise das

sequéncias de diversas metaloproteinases bacterianas e das MMP.

A especificidade das colagenases intersticiais

A especificidade das colagenases pelo colageno nativo é
surpreendente. Elas clivam ambas as cadeias da tripla hélice em um
Gnico ponto da molécula entre um residuo de glicina e um de leucina
ou isoleucina dependendo da cadeia alpha em questdc (Harris et.al.,
1984) . Estudos de mutagénese sitio-dirigida desenvolvidos pelo grupo
de Stephen Krane mostraram que os dois residuos hidrofdébicos
imediatamente apds a glicina bem como um hidrofilico anterior a ela
sdo importantes no evento de ligacdo e clivagem da molécula pela
enzima {Wu et.al., 1990). Muito tem se discutido a respeito da
influéncia da conformagao da tripla hélice na especificidade da
interacao (Fields et.al., 1990; Arnett et.al., 1991). A
preponderancia de residuos hidrofébicos bem como a auséncia de
iminoadcidos na regido de clivagem tornam a tripla hélice mais
instavel o que explicaria a suscetibilidade desta regido a
colagenase (Woessner, 1991). Da mesma forma sequéncias Gli-Leu/Ile
existem em grande nimerc na molécula de coldgeno, as quais no

entanto, ndo sdoc clivadas. Isto confirma as andlises de mutagdo
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sitio-dirigida indicando que sequéncias flanqueadoras s&o

importantes na especificidade enzima-substrato.

Com relacgdo ao sitio de ligagdo ao substrato na molécula da
enzima colagenase intersticial, pouco se sabia no inicio do projeto
em questdo. Nosso principal objetivo era determinar este sitio
dentro da estrutura enzimadtica e para tanto decidiu-se usar o
principio da hidropaticidade complementar de amino &cidos

codificados por sequéncias complementares de DNA.

Hidropaticidade complementar

O termo hidropaticidade foi definido por Kyte e Doolittle
(1982) como uma afinidade por agua. Sendo assim, hidropaticidade
pode ser confundida com hidrofilicidade, pelo menos conceitualmente.
Os coeficientes de hidropaticidade e hidrofilicidade, entretanto,
foram determinados por métodos diferentes. Em relacio a tabela de
hidropaticidade ( tabela 03), os amino acidos hidrofébicos
apresentam coeficientes positivos, enquanto os hidrofilicos
negativos. Os amino dcidos com grupos R ndo-carregados porém
parcialmente hidrofilicos apresentam coeficientes préximo ao zero.
Uma das caracteristicas mais interessantes do cdédigo genético é a
complementaridade hidropatica dos amino dcidos codificados por
codons complementares (Blalock & Smith, 1984). Isto significa que se
um cédon codifica um amino d4cido hidrofébico, na maioria das vezes
seu cdédon complementar codificara um amino 4cido hidrofilico. Da
mesma forma codons para amino &cidos hidrofilicos ndao carregados sao

complementados por codons codificando amino Acidos da mesma classe.
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. / . - « =
Aminoacido Hidropaticidade
Alanina +1,8
Arginina -4,5
Asparagina -3,5
Ac. Aspartico - -3,5
Cisteina +2,5
Glutamina -3,5
Ac. Glutamico -3,5
Glicina -0,4
Histidina -3,2
Isoleucina +4,5
Leucina +3,7
Lisina -3,9
Metionina +1,9
Fenilalanina +2,7
Prolina -1,6
Serina -0.,9
Treonina -0,7
Triptofano -0,9
Tirosina -1,3
Valina +4,2

TABELA 02: Coeficiente de hidropaticidade dos 20
aminodcidos. A escala foi construida por Kyte & Doolittle (1982)
baseado em um programa de computador que considerou as
propriedades hidrofébicas e hidrofilicas da cadeia lateral dos 20

tipos de amino&cidos.
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O grupo de Blalock (Blalock & Smith, 1984) especulou que
peptideos codificados por sequéncias nucleotidicas complementares
poderiam interagir formando uma estrutura anfifilica. Esta proposta
tem sideo aplicada em diferentes modelos com razodvel sucesso (Bost &
Blalock, 1986; Bost et.al., 1985; Brentani et.al., 1988; Pasqualini
et.al., 1989; Fassina et.al., 1989; Knutson, 1988; Mivagima et.al.,
1989; Ghiso et.al., 1990). A principio, tais modelos ficaram
restritos a certos horménios como angiotensina II (Elton et.al.,
1988), ACTH (Bost et.al., 1985), endorfina (Carr et.al., 1986) e
vasopressina (Lu et.al., 1991), entre outros. Mais recentemente, o
principic tem sido tampbém aplicado a interag¢des entre macroproteinas
(Brentani et.al., 1988; Pasqualini et.al., 1989; Souza & Brentani,
1992). Segundo o principio, um peptideo codificado pela sequéncia
complementar dquela que codifica o sitio de ligacgdao de um ligante,
por exemplo, deveria representar, ao menos conformacionalmente, o
sitio de ligacdc do receptor. Isto faz com que os peptideos
complementares e anticorpos dirigidos contra eles sejam importantes
ferramentas na pesquisa bioldgica como possiveis agentes inibidores.
Por exemplo o peptideo complementar aos residuos 22-27 de insulina
humana foli capaz de inibir especificamente a ligagdo desta a
adipdécitos ( Knutson, 1988). Da mesma forma, anticorpos dirigidos
contra peptideos complementares deveriam reconhecer a outra proteina
interagente. Isto tem sido confirmado experimentalmente para uma
série de proteinas onde anti-peptideos complementares reconhecem a
outra proteina interagente (Gorcs et.al., 1986; Carr et.al., 1986;
Brentani et.al., 1988; Souza & Brentani, 1992). Além disso, tais
anticorpos podem apresentar atividade bioldgica como mostrado para
anticorpos dirigidos contra o horménio ACTH que estimularam a

secregdo de corticosterona por células adrenais (Bost et.al.,
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1985) . Uma das principais criticas ao principio refere-se, segundo
alguns, & improvavel interacdo entre residuos hidrofilicos e
hidrofébicos (discutido por Brentani, 1988,1990). A literatura, no
entanto, esta repleta de exemplos onde tal interacdo pode ocorrer.

Citemos alguns deles:

-Alguns amino acidos hidrofilicos apresentam uma cadeia lateral
hidrocarbonada com um radical carregado na extremidade. Tal cadeia
hidrocarbonada permite que tais amino dcidos interagam com outros
residuos hidrofdébicos de uma maneira espontdnea e energeticamente
favoravel, como reportado por Nemethy e Sheraga (1962). Este tipo de
interagdo, bem como outras, pode ser ainda mais efetiva visto que o
microambiente proporcionado pela interac¢do entre os sitios ligantes
das proteinas pode estar desprovido de dqua {Wolfendem et.al.,

1978) .

-Interac¢des amino-aromdticas vem sendo caracterizadas como exemplo
classico de ligagde hidrofébico-hidrofilico (Burley & Petsko, 1988).
Os grupos aromaticos sdo caracterizados por um anel benzénico. A
presenca de trés duplas ligagdes caracteriza o anel como uma
estrutura planar e altamente simétrica com os seis atomos de carbono
nos vértices de um hexagono regular. Uma sobreposigdo dos orbitais
dos atomos constituintes leva & formagdo de duas nuvens eletrénicas
ceontinuas, uma acima e outra abaixo do plano dos atomos. A presenga
destas nuvens carregadas negativamente possibilita uma interacgao
eletrostatica com grupos positivos de amino acidos polares. De fato,
a andlise de dados de cristalografia de complexos proteina/proteina
ou proteina/peptideoc permite identificar interacgdes

hidrofébico/hidrofilico.
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0 que chama a atengdo nas interac¢des hidropaticamente
complementares € a aparente degenerescéncia que pode ocorrer na
sequéncia do peptideo complementar sem afetar significantemente a
afinidade de ligag¢do. Isto foi primeiramente indicado pela
descoberta que peptidecs complementares deduzidos a partir da
traduc¢do no sentido 5' 3' ou 3' 5' eram capazes de se ligar ao
peptideo original com o mesmo grau de afinidade (Bost et.al., 1985;
Shai et.al., 1987). 0 fato que ambos os peptideos apresentam perfis
de hidropaticidade muito parecidos levou & conclusdo que em
interagdes entre peptideos complementares, ndo a sequéncia primaria,
mas sim o perfil de hidropaticidade é& o que determina a

especificidade da ligacdo (Shai et.al., 1987, 1989).

Outro ponto bastante interessante & a capacidade
codificadora da fita "anti-sense". Alff-Steinberqg (1984,1987)
baseou-se em calculos tedricos para postular que as regides
ndo-codificadoras do genoma também apresentam um potencial
codificador. Esta conclusdo também foi colocada por Ohno baseado na
obediéncia das sequéncias codificadoras e nao-codificadoras a "regra
universal do cddigo genético" (Chno, 1988; Yomo & Ohno, 1989).
Segundo tal regra, todas as sequéncias com potencial codificador
apresentam uma deficiéncia em TA/CG que & compensada por um excesso
de TG/CT (Ohno, 1988). De fato, fases abertas de leitura tem sido
encontrado na fita anti-sense em muitos exemplos (Goldstein &
Brutlag, 1989; Goldgaber, 1991; Nepveu & Mark, 1986 e discutido por
Brentani, 1988, 1990). Adelman et al. (1987) encontrou dois genes
transcritos no mesmo locus. Um destes genes & o horménio liberador

de corticotropina enquanto o gene transcrito pela fita complementar

produz um RNA de funcgdo desconhecida. Outro exemplo bastante
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interessante & o gene para a proteina prion que esta envolvida na
patogénese de uma doenga neurc-degenerativa denominada "scrapie".
Complementar ao gene do prion, Goldgaber (1991) encontrou uma fase
aberta de leitura que posteriormente mostrou ser transcrita
(Hewinson et.al., 1991). Talvez o exemplo mais interessante seja o
gene myc. Complementar a ele, existe um gene denominado cym, o qual
parece modular a atividade da protelna myc (Armstrong & Krystal,
1992). A importdncia de fases abertas de leitura na fita anti-sense
foi levada ao extremo por Yomo et al. (1992) sugerindo gue estas sao
as principais fontes para a criagdo de novas enzimas. Brentani
(1988, 19290) tem discutido o aspecto evolutivo da hipétese sob um
outro prisma. Sabe-se gque muitas proteinas compartilham dominiocs ou
médulos, sendo que o dominio tipo I1I de fibronectina @ o exemplo
mais conhecido. Walter Gilbert em 1978 propds a "exon theory of
genes" ou "exon shuffling theory", sugerindo que os genes atuais sao
mosaicos formados pela recombinagio de um nimero limitado de exons
primordiais. Desde a sua formulagdo, a hipdtese tem sido plenamente
corroborada em diversos modelos (revisto por Gilbert, 1985, 1987). A
sugestdo de Brentani se baseia na possibilidade de utilizagao da
sequéncia antisense em eventos de "exon shuffling" (Brentani, 1988,
1990) . Imaginemos o seguinte exemplo. Dois genes A e B codificam as
proteinas a e b, respectivamente. Um exon do gene A & duplicado e
inserido no gene B. No entanto, o que era antisense no gene A passa
a ser sense no gene B, Pelo fato de codons complementares
codificarem peptideos hidropaticamente complementares, as duas
proteinas podem a partir deste evento genético passar a interagir,
visto que ambas possuenm agora sequéncias hidropaticamente
complementares. Obviamente, a probabilidade de tais eventos é

minima. Curiosamente, Kunisawa e Otsuka (1987) fizeram observacgdes
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bastante interessantes a respeito deste ponto. Através de um
"search" por computador, eles foram capazes de encontrar uma
similaridade "sense/antisense" na sequéncia de diversos pares
receptor/ligante. Eles sugeriram gue a utilizagdoc de sequéncias

antisense poderia estar envolvida no aumentec do repertédrio protéico.

Nosso grupc tem usado o principic da hidropaticidade
complementar no estudo da interagdo entre fibronectina e dois de
seus receptores celulares, as integrinas VLAS e GPIIb/IIIa (Brentani
et.al., 1988; Pasqualini et.al., 1989). Foi mostrado que da fita
complementar dquela gue codifica a sequéncia RGD é possivel deduzir
um peptideo (WIVPTA na sequéncia de rato) capaz de inibir a
intera¢do entre fibronectina e uma linhagem de células tumorais.
Anticorpos contra tal peptideo sdo capazes de reconhecer as duas
integrinas citadas acima. Mais recentemente, nés mostramos que
pacientes com Purpura Trombocitopénica Idiopdtica, 0s quais
apresentam altos niveis de anticorpos anti-GPIIb/IIIa, desenvolvem
anticorpos reativos contra este peptideo (Souza et.al., 1992). Vale
regssaltar gue a mesma populacdo de autoanticoeorpos reconhece tanto o

peptideo comoc a integrina.

Muito tem se discutido a respeito da universalidade da
hipoétese (Beattie, 1990). Particularmente, acho uma postura muito
simplista achar que determinado fendémeno possa ser universal,
excetuando-se, obviamente, aqueles fendmenos basicos e fundamentais
como sintese protéica. Da mesma forma, acredito ser ingénuo
condiciocnar a aplicabilidade de uma idéia a uma suposta
universalidade. Uma andlise da literatura, mesmo superficial,

permitira concluir que a hipdtese & aplicavel. Muitos grupos vém
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contribuindo significativamente nas suas areas de atuag¢do usando a
hipbétese da hidropaticidade complementar no estudo de interacgdes
protéicas. Ndc ha davida, entretanto, gue uma andlise mais profunda
das forcgas responsaveis pela interac¢do entre peptideos sense e
antisense & necessaria. Apesar do excelente trabalho desenvolvido
pelo grupo de Irvin Chaiken neste campo, estou certo de que a
elucidacgdo destas forcas passa pela utilizac¢do de NMR (nuclear

magnetic ressonance) e difracdo de raios X.

Objetivos:

A razdo deste trabalho reside na determinac¢do do sitio de
ligagao ao substrato da enzima ceolagenase intersticial. Abordou-se
este ponto através da hipdtese da hidropaticidade complementar. Da
mesma forma estudou-se a interagdo fibronectina/colageno. Isto
devido ao fato da fibronectina interagir com o dominio do coldgeno
suscetivel a clivagem pela colagenase. Finalmente, abordou-se a
evolucdo da familia das MMP discutindo-se, principalmente a evolugdo

da atividade catalitica e da especificidade ao substrato.
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Material e Métodos

Peptideos: Todos os peptidecs usados neste trabalho foram
adquiridos comercialmente da Neosystem (Strabourg, Franga). Os
peptideos usados em imunizag¢des foram adquiridos ja conjugados com

KLH (keyhole limpet hemocyanin).

Anti-peptideos: O peptideo TKKTLRT conjugado a KLH (200
ug) foi injetado intraperitonealmente em camundongos Balb-c em
intervalos de 2 semanas. Apds a quarta injecdo, os animais foram
sangrados e o titulo contra o peptideo ndo conjugado determinado

através do ensaio ELISA.

Ligagdao colageno/peptideo: O peptideo TKKTLRT foi
adsorvido em placas de 96 pogos (Costar). As placas foram bloqueadas
com 3% BSA (Inlab, S3o Paulo) por 2 horas & temperatura ambiente. As
placas foram entdoc incubadas com concentrag¢des crescentes de
colédgeno marcado por 8 horas & temperatura ambiente. Apds lavagem
extensiva com TBS contendo 0,05% Tween 20, o material radioativo
ligado &s placas foi determinado através de um contador gamma 1278
Minigamma counter (LKB). Para os ensaios de inibig¢do, o coldgeno foi
pré-incubado com concentrag¢des crescentes dos peptideos TKKTLRT,

SQNPVQP e LTTTKKR por 2 horas a temperatura ambiente.

Ensaio de ligag¢do indireta antigeno/anticorpo: O método
de ELISA foi utilizado. Placas de poliestireno da Costar ou placas
Immunolon II da Dynatech foram sensibilizadas com diferentes

antigenos a diferentes concentragdes (peptideos a 50 ug/ml e
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proteinas a 5 ug/ml) por 16 h a 42C. Todos os antigenos foram
diluidos em PBS. Em seguida, a placa fol blogueada com uma solugao
de PBS contendo 3% de BSA por 1 h a temperatura ambiente. A
incubag¢dc com os anticorpos em diferentes concentrag¢des se deu por 2
horas a temperatura ambiente. Seguiu-se uma lavagem extensiva com
PBS contendo 1% Tween 20 (Rieden-de~Haen AG, Srelze, Hannover). Em
seguida, as placas foram incubadas com anticorpos dirigidos contra a
porcao constante das IgG de camundongo (Sigma) por 1 h & temperatura
ambiente. Tais anticorpos secundarios estavam conjugados com
peroxidase. Apds extensiva lavagem como citado acima, um tampao
contendo OPD (Sigma) a 30 mg/ml foi usado para a revelacdo que foil
interrompida com H,50, 8N. As densidades 6ticas foram

determinadas em leitora automiatica a 492 nm. Vale ressaltar que em
todos os ensaios foram feitos controles usando BSA e peptideos ou

proteinas ndo relacionadas.

Inibigdo da ligagaoc direta antigeno/anticorpo: Em todos
os ensaios de inibigdo, os competidores foram incubados previamente
com os anticorpos primdrios por 2h & temperatura ambiente a
concentragdes variadas. A mistura anticorpo/competidor foi entao
adicionada as placas de ELISA contendo o antigeno. Com excessao
deste ponto especifico, todo o protocolo é idéntico ao descrito no

tépico acima.

SDS-PAGE e Western blot: Gel de poliacrilamida contendo
SDS (SDS-PAGE) a 7,5% foi preparado conforme ja descrito (Souza &
Brentani, 1992). A solugdo protéica a ser aplicada foil misturada ao
tampdo de amostra redutor (Tris-HCl 62 mM, SDS 2%, glicerol 40 %,

azul de bromofenol 0,2% e 200mM 2-mercaptoetanol) sendo submetido a
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fervura por 5 minutos (Laemmli, 1970). Para os ensaios de Western
blot, as bandas protéicas separadas em SDS-PAGE foram transferidas
para membranas de nitrocelulose (0,45 um). A membrana foi blogueada
com PBS contendo 5% de leite liofilizado (Molico) por 1 hora e
incubada com os respectivos anticorpos primdrios por 2 horas a
temperatura ambiente. Apés lavagem extensiva com PBS contendo 0,5%
Tween 20 e 0,5% de Molico o anticorpo secundidrio conjugado a
fosfatase alcalina fol adicionado por 1 hora a temperatura ambiente.
Apds lavagem extensiva com a mesma solugdo acima, fol adicionado o
tampdoc de revelagdo contendo 5-bromo-4-cloro-3-indolyl fosfato e

"nitro blue tetrazolium chloride" (BRL).

Imunofluorescéncia: Cortes histoldgicos de cérvix
uterino de ratas gravidas foram desparafinizados e hidratades. O
blogqueio de sitios inespecificos fol feito incubando-se as lé&minas
em soro normal de cavalo (diluido a 1:40 em PBS pH 7,4). Apds
lavagem com PBS, © soro contra o peptideo TKKTLRT foi adicionado
sobre os cortes por 2 horas a 372C. Seguiu-se uma lavagem extensiva

com PBS e a incubagdo com o anti-IgG de camundongo conjugado & FITC

por 1 hora & 372C. Apds lavagem e montagem, as laminas foram

observadas em um microscdpio EX-EF (Nikon).

Isolamento do coladgeno tipo I: Colageno tipo I usado em
todos os experimentos fol purificado de tenddo da cauda de rato como
descrito (Souza & Brentani, 1992). 05 ratos foram sacrificados e
suas caudas dissecadas para a extracgao das fibras colagenas. As
fibras foram picadas na presenga de 0,5 N de dcido acético e
deixadas por 7 h a 42C em 300 ml do aAcido. Em seguida, a mesma

solugdo fol deixada sob agitagao & 4 2C por 16 h. Seguiu-se uma
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centrifugagdo a 6.500 rpm por 1 h. A fracido sobrenadante foi
dializada contra tampdo fosfato pH 8.0 contendo 5mM EDTA por 48 h
com varias trocas do tampdo. Seguiu-se uma centrifugacao por 30
minutos a 7.000 rpm. O precipitado fol ressuspendido em &cido

acético 0,5 N.

Marcacgdo de coldgeno: Colageno intersticial foi marcado
com iodo 125 pelo método da cloramina T conforme descrito (Souza e
Brentani, 1992), com uma atividade especifica média de 0,9 uCifug. A
separacadoc do colageno marcado do iodo livre deu-se através de uma

coluna de gel filtragdo (G-25) e didlise.

Imuncoprecipitacgdo: Este protocoleoc de imunoprecipitacdo &
o mesmo descrito por Pasqualini et.al.(1989) com poucas
modificagBes. Todas as etapas foram realizadas a 42C. Scobrenadante
de queratindécito ativado com tripsina foi pré-incubado com soro
normal de coelho por 3h, seguindo uma incubag¢do com proteina A
acoplada a Sepharose CNBr 4B (Sigma) por 1 h. A fracdo ndo-ligante
desta resina (100 ul) foi incubada com 5 ul do soroc anti-TKKTLRT por
3 h. Apbs esta etapa, seguiu-se uma incubagdo com 30 ul Proteina A/
Sepharose por lh. A fracdo ligante desta coluna foi extensivamente
lavada com Tris 50 mM, pH 7,4 contendo 0.05% Tween 20, 0.5M NaCl. Em
sequida foil adicionade tampdo de amostra redutor (para SDS-PAGE) ou

tampdo de amostra para zimograma.

Zimograma: O material imunoprecipitado por anti-TKKTLRT e
pelo soro normal foram aplicados a SDS-PAGE 7,5% onde 01 ug de
colageno do tipo 1 marcado com 12°T havia sido co-polimerizado. O

método & uma modoficagdo daguele reportado por Irvine et.al. (1990).
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As amostras foram misturadas com um tampdoc de amostra modificado
(sem 2-mercaptoetanol e contendo 5% SDS) e a eletroforese foi
realizada a 4°C. Apds a corrida o gel foi incubado por 30 minutos a
372C em Triton X-100 seguido por uma incubag¢do de 16 horas em 0,05 M
Tris-HC1l, pH 7,4 contendo 5mM CaCl,. Em seguida, o gel foi

incubado no mesmo tampdo contendo 100 ug/ml de tripsina por 4 horas
e seco. Atividade colagenolitica foi visualizada por

autoradiografia.

Cultura de queratinécitos e processamento do sobrenadante:
Queratindécitos obtidos de prepucio de recém nascidos foram
crescidos a baixa confluéncia a 379C em KGM (Keratinocyte Growth
Media) sem soro. O meio foi coletado apds 48-96 h e precipitado com
uma solugao de sulfato de amonio saturada (20% do volume final). A
fragao sobrenadante desta precipitacgdo foi coletada e dializada

contra grande volume de PBS contendo Cacll,.

Ativagdo do sobrenadante de queratindcito: 100 ul do
sobrenadante processado era ativado proteoliticamente adicionando-se
10 ul de uma solugdo de tripsina (Boehringer - Mannheim) a 1 mg/ml
por 10 minutos a 372C. Apds esta incubagdo, a tripsina foi inativada
adicionando-se 10 ul de inibidor de tripsina (Sigma) a uma
concentragdoc de 10 mg/ml. Vale ressaltar que tal concentracaoc de
inibidor & suficiente para inativar toda a tripsina adicionada

previamente.

Ensaio colagenolitico I: O método de Yoshioka
et.al. (1987) foi usado em alguns ensaios colagenoliticos descritos

neste trabalho. Colageno intersticial fol plagqueado a uma
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concentragdo de 100 ug/ml em placas de poliestireno {Costar) por 7
dias a 49C. Apb6s lavagem com TBS para descartar as proteinas néao
adsorvidas, 100 ul de sobrenadante de queratindécito foi adicionado e
incubado por 6 h a temperatura ambiente. Apds lavagem extensiva com
TBS contendo 0,05 Tween 20 e 50 mM de EDTA, um soro de coelho com
atividade contra colageno { cedido pelo Dr. Wilson Savino, Fundacgdo
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro) foi adicionado por 2 h a temperatura
ambiente a uma diluigdo de 1:200 em TBS. Seguiu-se uma lavagem
extensiva como citado acima. Fol adicionado, em seguida, uma solugio
contendo anticorpos contra IgG de coelho, 0s quais estavam
conjugados a peroxidase, por 1h a temperatura ambiente. Apds lavagem
extensiva como acima, o tampdo de revelacdo contendo 30 mg/10 ml de
OPD (Sigma) foi adicionado e a reagdo interrompida com H,50, 8N.

As densidades 6ticas foram medidas em leitor automatico a 492 nm. Os
ensaios de inibig8c usando anticorpos anti-TKKTLRT come competidores
foram realizados pré-incubando o scbrenadante de queratindécito com
anticorpos anti-TKKTLRT (frag¢do IgG) ou IgG normal de camundongo por

2 horas a temperatura ambiente.

Ensaio colagenolitico II: Para os ensaios usando-se
peptideos como inibidores da atividade colagenolitica, 10 ug de
colageno marcado fol adsorvida em placa de poliestireno por 12 horas
& temperatura ambiente. Seguiu-se uma incubag¢do com os peptideos
competidores em diferentes concentragdes por 4 horas a temperatura
ambiente. Em seguida, foi adicionado o sobrenadante de gqueratinécito
por & horas & temperatura ambiente. 0 material radicative liberado
no sobrenadante apdesta incubagio foi medido em um 127S minigama

counter (LKB).



32

Isolamento de IgG: Soro reativo contra o peptidec TKKTLRT
bem como soro normal de camundongo foram deixados reciclando em
coluna de Proteina A/Sepharose, a qual havia sido eguilibrada com
0.05M Tris, pH 8.5 contendo 0.15 M NaCl por 12 h a 49C. Apds lavagem
extensiva com TBS, o material ligade foi eluido com 0.05 M de
glicina, pH 3,0. As fragdes foram imediatamente neutralidas com
tris 0,05M pH 8.0. As fra¢des mantiveram sua reatividade contra

TKKTLRT.

Acoplamento do peptidec TRKTLRT 4 Sepharose CNBr 4B: 10
mg do peptideo TKKTLRT fol dialisado contra o tampao de ligacgdo
(NaHCO5 0,1 M, NacCcl 0,5 M, pH 8,3) resultando em uma coluna de 2
ml de resina. Todo o protocolo de acoplamento foi feito segundo

instrug¢des do fabricante (Pharmacia, Uppsala, Sweden).

Purificagao de fibronectina a partir de plasma humano
{Engvall & Ruoslahti, 1977): Plasma humano ( em tornoc de 400 ml)
obtido do banco de sangue do Hospital A.C. Camargo foi submetido a
dois ciclos de centrifugagdo a 6.000 rpm por 10 minutos. © plasma
foi diluido v/v com tris 50 mM pH 7,4. Aliquotas de 200 ml desta
solugdo foram aplicados em coluna de gelatina/Sepharose (Pharmacia,
Uppsala, Sweden) e deixado circular por 4 horas & 42C. Apds lavagenm
extensiva, prosseguiu-se a eluigdo com trisfuréia 4M. As fracgdes
correspondendo ao pico de eluigdo foram dializadas contra grande
volume de PBS. Apds dosagem da concentragdo protéica o material
purificado fol analisadc por SDS-PAGE. A fibronectina plasmatica
(100 ug) purificada foi digerida por cathepsina D (Sigma) por 1 hora
a 372C em tris-HC1l ph 3.0 para a produg¢doc do fragmento de 70 kDa

ligante de gelatina.
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Ligagdo colageno/fibronectina: 10 ug/ml de coldgeno do
tipo I foli plaqueado por 16 horas a 49C em placas Immobilon II. O
blogqueio se deu com uma solucdoc de BSA 1% por 1 hora a temperatura
ambiente. Em seguida a fibronectina foi adicionada por 3 horas a
tenperatura ambiente. Quando necessarico, antes desta incubacdo a
fibronectina foi incubada com os ions ou quelantes por 2 horas a
temperatura ambiente. Apds lavagem extensiva com PBS contendo 0,1%
Tween 20, um ensaio de ELISA usando anticorpos contra fibronectina
fol realizado como descrito acima e por Brentani et.al. (1988). Nos
ensaios de inibigdo de "binding", o colageno plagueado foi incubado
com diferentes concentragdes ods peptideos antes da adigdo da

fibronectina.

Ligacgao fibronectina/zinco: 50 ul de Sepharose
{zinc-chelate column da Sigma) previamente saturada com zinco foi
incubada com concentragdes crescentes de fibronectina marcada com
1251 em tampao contendo 0,4 M NaCl por 4 horas a temperatura
ambiente. Apds lavagem extensiva com PBS, a radioatividade em cada
aliquota fol medida em um ceontador de radiagdo gamma (127S Minigamma

counter-LKB} .

Construcgdo dos dendogramas: Os dendogramas foram
construidos usando CLUSTAL com 0s seguintes pardmetros: gap
penalty=5, window size=10, filtering level=2,5. Os mesmos parametros

foram usados em alinhamentos miltiplos.

Comparaciaoc de sequéncias por analise matricial: O método
utilizado foi aquele de Needleman & Wunsh (1970). Em todas as

matrizes usadas o numero de sequéncias randdmicas construidas foi
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100. Os pardametros de cada matriz sio dados em seguida: Dayhoff MDM
78, bias de 60 e "gap penalty" de 60; "unitary matrix", bias de 0 e
"gap penalty" de 3; "genetic code", bias de 0 e "gap penalty" de 4;

"structure—-genetic", bias de 0 e "gap penalty" de 6.
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RESULTADOS

I- Interagdo colagenco/colagenase

I.1- Dedugdo dos peptideos complementares

A figura 02 mostra a sequéncia de amino aAcidos da regido
clivada pela colagenase nas cadeias alpha2 (a) e alphal (h) do
colageno do tipo I. A partir dos clones de cDNA das respectivas
cadeias foi possivel deduzir as sequéncias complementares 3 regido
clivada (c e f) e, finalmente, os peptideos codificados por estas
sequéncias. A figura 03 mostra gque os peptideos deduzidos apresentam
um perfil de hidropaticidade muito parecido. Segqundo o principio da
hidropaticidade complementar, estes peptideos deveriam representar,
ao menos conformacionalmente, o sitio de ligagdo ao substrato nas
colagenases intersticiais. No entanto, estas sequéncias ndo foram
encontradas nas colagenases até entdo clonadas. Em colagenase de
fibroblasto humano (Goldberqg, 1986) fol encontrada uma sequéncia
peptidica (SQNPVQP) cujo perfil de hidropaticidade & muito similar
ao dos peptideos deduzidos (figura 03). Em colagenase de neutréfilo
humano (Hasty et.al., 1990) uma sequéncia de perfil hidropatico
muito similar existe na mesma posigdo da molécula. Tal sequéncia,
SSNPIQP, mostra inclusive uma homologia a nivel de sequéncia

primaria com um dos peptideos deduzidos.

I.2- Interagdc peptidec/colageno

Se os peptideos deduzidos representavam o sitio de ligacgdo

ao colageno, talvez fosse possivel visualizar tal interacdo. Para
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G??Z P Q G L L 6778
5 - GGT ccT CAG GGT cTT CTT GGT -3
5'— ACC AAG AAG ACC CTG AGG AcC -3
T K K T L R T
S S N T L R S
5'— TCC AGC AAT ACC CTG AGG TcC ~3'
5'- GGA cCT CAG GGT ATT GCT GGA -3
G2 P Q G I A Gre

FIGURA 02: Sequéncias dos dominios nos coligenos
intersticiais que sdo clivados pelas colagenases e os peptideos
deduzidos complementares. a, sequéncia de aminodcidos da cadeia
alpha 2 do colageno do tipo I; b, sequéncia nucleotidica
correspondente a sequéncia de amincacidos mostrada em a; c,
sequéncia nucleotidica complementar i sequéncia mostrada em b; d,
sequéncia de aminodcidos codificado pela sequéncia de ¢, ou seja,
o peptideo complementar aoc peptideo mostrado em a; h, sequéncia
de aminoacidos da cadeia alpha 1 do col&geno do tipo I; g,
sequéncia nucleotidica que codifica a sequéncia mostrada em h; f,

sequéncia nucleotidica complementar dquela mostrada em g; e,

peptideo codificado pela sequéncia complementar mostrada em £.

T O o O 0 o O
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FIGURA 03: Perfil de hidropaticidade dos peptideos deduzidos
e daqueles presentes nas colagenases intersticiais. TKKTLRT (O),
SSNTLRS (0), SQNPVQP encontrada na colagenase de fibroblasto(a),
SSNPIQP encontrada na colagenase de neutréfilo (). O eixo ¥
corresponde ao coeficiente de hidropaticidade e os nimeros do
eixo X correspondem aos residuos da regido do colageno clivada

pela colagenase.
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tanto, o peptideo TKKTLRT foi adsorvido em placa de poliestireno e a
captura de colageno marcado com 1251 f0i medida em um contador de
radiacdo gama. A figura 0O4a mostra o perfil grafico desta interacéao
caracteristico de uma reagaoc saturavel. Esta ligacdo & inibida pelo
préprio peptidec em solugdo, bem como pelo peptideoc SQNPVQP presente
na colagenase de fibroblasto humano mas nao pelo peptideo controle
LTTTKKR (figura 04b). Observe que este peptideo controle apresenta a
mesma composigdo que o TKKTLRT porém com um perfil de
hidropaticidade totalmente diferente ( inserto da figura 04b). O
ensaio de inibicdo consistiu na pré-incubag¢do do coldgeno marcado
com os peptideos (ver Material e M&todos). Esta interacdo também foi
verificada através de uma coluna de Sepharose-TKKTLRT. A incubacao
de concentractes crescentes do colageno marcado com a resina
produziu uma ligacdo também com caracteristicas saturaveis (figura
05). O material eluido da resina apresenta um padrdo eletroforético
compativel com o colageno (inserto da figura 05). Talvez a conclusao
mais importante destes resultados seja a de que o peptideo SQNPVQP
presente na colagenase de fibroblasto liga colageno ja que ele é
capaz de inibir a interacdo deste com TKKTLRT. Isto também origina a
possibilidade de gque ambos os peptidecs apresentem a mesma

conformacgao preferencial.

I.3~ Reconhecimento da colagenase intersticial pelo soro

anti-TKKTLRT

Anticorpos contra o peptideo TKKTLRT acoplados ao carreador
KHL foram originados através de imunizacgdes em camundongos Balb-c. A
figura 06 mostra a reatividade deste anti-soro contra o peptideo

imunégeno ndo-acoplado. Novamente vale ressaltar que se o peptideo



39

bound {ng)
80

Q
40 - o
///"
30 d'/
| e |
20+ a- !
| g |
10- = |
o - + 1 ] 1 1
0 100 200 300 400 500 600 700
added (ng)
100 Inhibition %
b |
'EJ
4 a, !
a0 > A
0]
-2
80 _,
40 -
20+
o R VRN eyl —.—;rr‘e—'—:_‘oznlu_lu
0.5 5 50 500 5000

Peptides (uM)

FIGURA 04: a, ligagdo entre coldgeno e TKKTLRT (O).
Ccacentragdes crescentes de col&geno marcado foram incubadas em
pogos previamente adsorvidos com o peptideo deduzido TKKTLRT. A
ligagdo especifica foi definida como o total ligado mencs a ligagao
em BSA. b, Antes da incubacio com os pogos adsorvidos com TKKTLRT,
uma concentragdo definida de colageno marcado foi incubado or 2h com
concentracgodes crescentes de TKKTLRT (Q), SQNPVQP(&) e LTTTKKR(O) .

Cbserve o perfil de hidropaticidade dos peptideos envolvidos

(inserg¢do em b).
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FIGURA 05: Ligacgdo entre colageno marcado e TKKTLRT acoplado
a coluna de Sepharose. Os eixos X e Y corresponden a quantidade
de colageno adicionado e ligado respectivamente. O inserto mostra

o padrdo eletroforético do material eluido com a indicagao das

cadeias constituintes.
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deduzido representa uma regido da enzima, entdo, anticorpos
dirigidos contra tal peptideo deveriam também reconhecer a
enzima. Isto & mostrado na figura 07a. O soro anti~TKKTLRT reagiu
com colagenase de fibroblasto purificada (gentilmente cedida pelo
Dr. A.Z. Eisen - Washington University, St. Louis, MO). Uma
pré-incubacdo deste soro com os peptideos TKKTLRT e SQNPVQP
aboliu a ligacdo enquanto os peptideos controles descritos acima
nio apresentaram efeito inibitério (figura 07b). Este resultado
sugere que anticorpos dirigidos contra o peptideo deduzido
TKKTLRT reconhecem colagenase via a sequéncia SQNPVQP,
favorecendo a idéia da similaridade da conformagdo de ambas as
gsequéncias. Fol decidido abordar esta provavel interagdo entre os
anticorpos e a colagenase através de outros ensaios. Por exemplo,
o mesmo anti-soro reconhece uma proteina do sobrenadante de
gqueratindcitos cuja migracdo eletroforética coincide com a de
colagenase (figura 08, coluna 1). E importante mencicnar que
queratindcitos em cultura produzem colagenase intersticial
(Peterson et.al., 1987). Por analise zimografica, fol possivel
verificar que o material imunoprecipitado por estes anticorpos
apresenta atividade colagenclitica na mesma altura ( figura 08
coluna 3). Para sanar gqualquer divida de que o material
imunoprecipitado & colagenase, fol usado um anti-soroc contra
colagenase de fibroblasto cross-reativo com colagenase de outras
origens, gentilmente cedido pelo Dr.A.Z. Eisen. A coluna 5 da
figura 08 mostra que tal anti-soro reconheceu a mesma banda
descrita acima. E possivel identificar também que houve uma
reagao entre 67 kDa e 97 kDa. Esta reacgdo talvez se deva a
formagdo de um complexo entre a colagenase intersticial e seu
inibidor natural, TIMP. A soma dos pesos moleculares de ambas as

proteinas coincide com o peso da banda reativa.



42

Abs. (492)

0.25

0.2

0.15

0.1

0.05

50 150 250 350 450 550 650 750
Dilution (1/x)

FIGURA 06: Ensaio de ELISA mostrando o reconhecimento do
peptideo TKKTLRT pelo soro anti-TKKTLRT. Reag¢do com o soro normal

€& mostrada em (4).
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FIGURA 07: a, ELISA mostrando o reconhecimento por
anticorpos contra TKKTLRT da colagenase de fibroblasto purificada
(a). (O) reagao de um soro normal com a mesma enzima. b, para
determinar o padridc de inibigdo da reagao mostrada em a por
alguns peptideos, o soro anti-TKKTLRT foi pré-incubado com

TKKTLRT (O), SQNPVQP (A) e LTTTKKR, © peptideo controle (o).



123456

205 — !1

116 —
97 —

7

...-—_..,r___..._
¥
¥
J
. .

45—\ |

FIGURA 08: Andlise da proteina reconhecida pelo soro
anti-TKKTLRT em sobrenadante de queratinécito humano. Coluna 1,
Western blot mostrando que ¢ soro anti-TKKTLRT reconhece uma
banda no extrato de sobrenadante de queratindcito de carater
migratério similar & colagenase intersticial. Coluna 2, reagao
com o soro normal. Coluna 3, Zimograma mostrando que o material
imunoprecipitado por anticorpos contra TKKTLRT & partir do
sobrenadante de queratinécito apresenta atividade colagenclitica
na altura da banda reativa mostrada na coluna 1. Coluna 4,
Zimograma do material imunoprecipitado por soro normal. Coluna 5,
Western blot do material imunoprecipitado por anticorpos contra
TKKTLRT usando um soro de coelho contra colagenase de fibroblasto
cross-reativo com colagenases intersticiais de outras origens.
Coluna 6 reagdo com soro normal de coelho.
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Um dos modelos mails interessantes para se estudar
colagendlise é a dilatacdo do cérvix uterino durante o parto. Tal
dilatacgdo & promovida por um infiltrado de células
polimorfonucleares, as quais liberam grande quantidade de
colagenase intersticial. Vale ressaltar que as células musculares
lisas uterinas também produzem colagenase intersticial. A analise
de cortes histoldgicos do cérvix uterino permite visualizar tal
processo da mesma forma que permite uma andlise imunocitoquimica
dos componentes envolvidos. Os anticorpos anti-TKKTLRT reconhecemn
um material associado aos polimorfonucleares como mostrado na
figura 09. Como o principal componente secretado por estas
células neste sitio anatdmico & a colagenase intersticial e pelo
fato deste mesmo anticorpo reconhecer colagenase em outros

modelos, & razoavel supor que o material reconhecido na figura 09

é a colagenase.

I.4- Inibigdo da atividade colagenolitica

Se anticorpos anti-TKKTLRT reconhecem colagenase e se este
reconhecimento ocorre via a sequéncia SQNPVQP, resta saber o
efeito destes anticorpos na atividade catalitica da enzima. Isto
foi visualizado através de um ensaio colagenclitico descrito por
Yoshioka et al. (1987). O ensaio consiste na adsorgdoc de coldgeno
intersticial em placas de poliestireno. Apds a adigdo de uma
solugdao contendo a enzima a ser estudada, efetua-se um ensaio de
ELISA usando-se anticorpos anti-coldgeno. A atividade da enzima &
dada pela diferenga na densidade otica entre o colageno senm
degradacido (a solugdo enzimatica & substituida por tampdo)} e o

colageno degradado. A amostra enzimdtica utilizada nestes ensaios
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FIGURA 09: Imunofluorescéncia mostrando a reatividade do

anti-TKKTLRT associada aos eosindfilos em um corte de cérvix

uterino gravidico.
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foi o sobrenadante de queratinécito humano que produz colagenase
intersticial. Como j& detalhado em Material e Métodos, o
sobrenadante fol concentrado por precipitagdo com sulfato de
amonio. Como mostradeo na figura 10, a fragdo IgG do soro
anti-TKKTLRT fol capaz de inibir a atividade colagenolitica de um
sobrenadante de queratinécito em cultura enquanto a mesma fragao,
porém de um sorc normal, ndo apresentou gualquer efeito
inibitério. A utilizagdo de uma fracgdo purificada de IgG fol
devida a existéncia de diferentes inibidores de protease séricos.
Da curva mostrada na figura 10, é possivel deduzir uma constante
de inibicdo operacional ( Kiop.) na ordem de 0.3 uM. Da mesma
forma os peptideos TEKTLRT e SQNPVQP também inibiram a atividade
colagenolitica do sobrenadante de gqueratinécito como mostrado na
figura 11, enguanto um peptideo controle apresentou um baixo

nivel de inibigédo.

II- Interagdo fibronectina/colageno

II.1 Similaridade hidropatica entre os dominios ligantes de

colidgenc em colagenase e fibronectina

Como ja discutido na Intreducao desta tese, a molécula de
fibronectina interage com o coldgeno através do sitio suscetivel
a colagenase. Também foi mostrado que um dominio da fibronectina
parece ser responsivel por esta interacdo (AAHEEICTTNEGVMY). A
analise do perfil de hidropaticidade deste peptideo mostra que os

Gltimos sete residuos apresentam uma similaridade com os
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FIGURA 10: Efeito da fracgdo IgG do soro anti-TKKTLRT (O) e
do soro normal (QO) sobre a atividade colagenolitica do
sobrenadante de queratinécito medido pelo método de Yoshioka
et.al. (1987). Da curva mostrada em (O) foli possivel deduzir um

Ki operacional de 0,3 uM.
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FIGURA 11: Efeito de TKKTLRT , SQNPVQP e LTTTKKR sobre a

atividade colagenclitica do sobrenadante de queratinécito. A,
TRKTLRT 2mM; B, TKKTLRT 5mM; C, SQNPVQP 2mM; D, SQNPVQP 5mM; E,

LTTTKKR 2mM; F, LTTTKKR 5mM.
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peptideos TKKTLRT e SQNPVQP (figura 12).

II.2 Reconhecimento de fibronectina por anticorpos

anti-~TKKTLRT.

E possivel especular, baseado na semelhanca ao nivel de
hidropaticidade, gue os peptideos SQNPVQP e TNEGVMY tenham uma
conformagdoe similar. Tal especulacdo se torna mais plausivel pelo
fato de ambos os peptideos estarem envolvidos em interacgdes com o
mesmo sitioc do colageno. A figura 14 mostra que anticorpos
anti-TKKTLRT, os guais recenhecem a sequéncia SQNPVQP em
colagenase, reconhecem a molécula de fibronectina em ensaios de
ELISA. Obviamente que este reconhecimento pode estar ocorrendo
via qualquer sequéncia dentro da molécula de fibronectina. A
fibronectina plasmatica foi digerida por cathepsina D para a
preducgdo de um fragmento de 70 kDa gque mantém a atividade de
interacdo com o coldgeno. Através de Western blot foi possivel
visualizar a producgdo deste fragmento usando-se anticorpos
anti-fibronectina (coluna A da figura 14). A ccluna B da mesma
figura mostra que anticorpes anti—-TKKTLRT reconhecem o fragmento
de 70 kDa. A utiliza¢do de IgG normal de camundongo como controle
negativo sugere gue o reconhecimento mostrado na coluna B &
especifico. Este fragmento retém a capacidade de interagir com o
colageno como é mostrado na coluna D onde a fita de nitrocelulose
foi incubada com colageno do tipo I e depois submetida a um
Western blot com anticorpos anti-coldgeno. A omissdo do passo de
incubacio com o colagenoc eliminou o reconhecimento mostrado na

coluna D (coluna E).
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FIGURA 12: Perfil de hidropaticidade dos peptideos TKKTLRT
(4 ), SQNPVQP (»), e TNEGVMY (O). Observe a similaridade
entre o peptideo da fibronectina (TNEGVMY) e aquele presente na
colagenase de fibroblasto (SQNPVQP). O eixo Y corresponde ao
coeficiente de hidropaticidade enquanto o eixo X corresponde a

sequéncia dos peptideos no sentido amino-carboxi terminal.
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FIGURA 13: Ensaio de ELISA mostrando a reatividade de
anticorpos anti-TKKTLRT contra fibronectina (® ); (+ )
reatividade da fracgdo IgG de um soro normal também contra

fibronectina.
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FIGURA 14: A fibronectina nativa foi digerida por cathepsina
D. Os produtos desta digestdo foram submetidos & SDS-PAGE e
transferidos para fita de nitrocelulose. A coluna A mostra os
produtos desta digest3o como visualizado por uma reac¢do com IgG
anti-fibronectina. Anticorpos contra TKKTLRT reconhecem o
fragmento de 70 kDa (coluna B) gque ainda mantém a atividade
ligante de colageno (coluna D). As colunas C {IgG normal) e E
(omissdo do colageno) sdo os respectivos controles de B e D.
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II.3 "Binding" coldgeno/fibronectina

0 protocolo usado para os ensaios de "binding" entre o
colageno e a fibronectina estd detalhado no Material e Métodos.
Vale ressaltar, no entanto, que a interacdo fol visualizada
através de um ensaio de ELISA usando-se anticorpos
anti-fibronectina. A figura 16 mostra que a adigdo de
concentracdes variadas de fibronectina produz uma curva com um
padrdo tipico de saturacdo. Como os valores do eixo Y
correspondem a densidade ética produzida pela gquantidade de
fibronectina em cada ponto especifico torna-se complexo una

analise cinética desta curva.

ITI.4 O potencial inibitério dos peptideos SQNPVQP e TNEGVMY

sobre a interacgdo colageno/fibronectina

O ensaio discutido acima foi usado para os ensaios de
inibicido. Antes da adic¢do de fibronectina, o colageno foi
incubado com uma concentracdo definida dos peptideos. Os
peptideos SQNPVQP e TNEGVMY inibiram parcialmente a interacgédo
colageno/fibronectina (figura 15). Os peptideos LTTTKKR e
LTKRTTK, usados como controle negativo, apresentaram um baixo

indice de inibicgao.
II.5 O peptideo da fibronectina responsiavel pela ligagao ao
colageno apresenta uma homologia com o "zinc binding site" de

diversas proteases

Ccomo mostrado acima, o peptideo AAHEEICTTNEGVMY fol descrito



55

como importante na interagdo com ¢ cocladgeno. Fol mostrado que os
Ultimos sete residuos apresentam uma similaridade hidropatica com
a regido da colagenase responsavel pela interag¢do com o colageno.
Através do alinhamento mostrado na tabela 03, & possivel notar
gue a primeira metade deste peptideo apresenta um certo grau de
homologia com o sitio de ligagdo ao zinco de varias
metaloproteinases. A cisteina presente no peptidec da
fibronectina corresponde a segunda histidina das
metaloproteinases e sabe~se que cisteinas também pocdem estar

coordenadas ao zinco.

II.6 Evidéncias da interacgdoc fibronectina/zinco

A interacao fibronectina/zinco foi visualizada utilizando
uma "zinc chelate colunm"( Sigma). A coluna foi saturada com
zinco e equilibrada com PBS. Concentracgdes crescentes de
fibronectina foram incubadas com um volume definido da resina. A
figura 18 mostra uma ligagdo entre a fibronectina e a resina com
um padrdo saturavel. O controle negativo deste experimento
consistiu na adigdo de uma grande concentragdo de 2zinco a solugdo

de fibronectina incubada com a resina (figura 18}.

II.7 Influéncia de Zn e outros ions na interagdo

colageno/fibronectina

Pelo fato deste provavel sitio de ligagao ao zinco estar
localizado na estrutura da fibronectina ao lado da sequéncia
TNEGVMY, especulou-se que a ligagdo de zinco & fibronectina

pudesse alterar a capacidade desta de ligar-se ao colageno. Como
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Fibronectin

Collagenase
Stromelysin

IIT =T
mmm m
M=—r~ m
066

IIT O
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TABELA 03: Homologia a nivel de seguéncia primaria entre o
possivel sitio de ligacido ao zinco na fibronectina e agueles

encontrados em diversas metaloproteinases.
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pode ser ncotado na figura 19 a adig¢do de concentracgdes .crescentes
de zinco aumentou o "binding"” de uma concentracgdc definida de
fibronectina ao colageno. Da mesma forma, uma concentracdo
definida de zinco (10 uM) aumentou o "binding" de concentracdes
crescentes de fibronectina ao coléageno (figura 16). A
especificidade deste efeito fol testada verificando-se a ag¢ao de
cutros cations divalentes na interacdo colageno/fibronectina
(figure 17). Como pode ser analizado nesta figura calcio,
magnésio, ferro e cobre ndo apresentaram efeito significativo na

interacdo fibronectina/colédgeno.
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FIGURA 16: Efeito de zinco (a) e 1,10-Phenantrolina {X) na
intera¢do coldgeno/fibronectina (g). A ligagao
coldgeno/fibronectina foli observada através de um ensaio tipo

ELISA.
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FIGURA 18: Concentracgdes crescentes de fibronectina marcada
foram incubadas com a resina saturada com zinco. Os eixos X e ¥
correspondem a quantidade em cpm de fibronectina adicionada e

ligada.
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ITII Analise filogenética das MMP

IIT.1 Construcao de dendogramas das MMP e das

metaloproteinases

Como ja discutido na Introducao, a familia das MMP é
constituida por diversos membros com um razcavel grau de
homologia entre si. Uma maneira de relacionar tais sequéncias é a
construcdoc de arvores filogenéticas ou dendogramas. No dendograma
da figura 20, construido usando CLUSTAL, percebe-se gque as
sub-classes (colagenases, estromelisinas e gelatinases) das MMP

estdo em troncos diferentes,

Com o objetiveo de relacicnar a familia das MMP com algumas
das outrag familias da super-familia das metaloproteinases, foi
construido um dendograma englobando a maioria das familias
(figura 21). Evidencia-se nitidamente o tronco das astacinas, das

MMP, da protease de Serratia entre outros.

III.2 Alinhamento miltiplo de algumas MMP com Protease B de

E. chrysanthemi

A principal pergunta quanto a evolugdo das MMP é a
existéncia ou ndo de uma relacgdo filogenética entre esta familia
e algum membro bacteriano da super-familia das metaloproteinases.
Como citado na Intreodugdo, alguns grupos tem falhado na tentativa
de encontrar tal relagdo. Baseado em uma recente publicacgao do
grupo de Murphy (Murphy et.al., 1991), tentou-se também abordar

este ponto nesta tese. O dendograma mostrado na figura 22
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relaciona algumas MMP com estromelisina 3, "hatching enzyme" de

curigo-do-mar e Protease B de E. chrysanthemi. Como também

visualizado por Murphy, evidencia-se quatro troncos neste
dendograma; MMP, stromelysin 3, "hatching enzyme' e a
metaloproteinase bacteriana. Com o objetiveo de analisar a
presenga ou nao de algum padrao conservadoc nestes quatro troncos,
um alinhamento miltiplo com um representante de cada tronco foi
feito. A MMP escolhida fol a colagenase de fibroblasto. Uma
homologia significativa entre as quatro sequéncias fol observada

somente na regiao do nicleo enzimatico (figura 23).

III.3 Construg¢ao das sub-sequéncias das metaloproteinases

Com o objetivo de fazer uma analise mais quantitativa desta
homologia, novas sequéncias, correspondendo ao nicleo enzimatico,
das metaloproteinases foram construidas. Varias perguntas
permaneciam sem resposta, entre elas se a homclogia observada na
figura 23 também existia para outras metaloproteinases. A tabela
04 mostra os residucs inicial e final destas novas sequéncias bem
como sua nova terminologia e comprimento. Os critérios para a
construcao destas novas sequéncias se basearam no alinhamento
mostrado na figura 23. 0s residuos de nuimerco 100 e 261 foram
escolhidos como as extremidades da nova sequéncia collafrag. Como
a partir de agora todas as comparagdes sdo feitas com collafrag,
baseou-se nesta sequéncia para a construcdo das novas
sub-sequéncias. Para tanto, repetiu-se o alinhamento mostrado na
figura 23, trocando-se a Protease B por cada uma das
metaloproteinases listadas na tabela 04. O inicio e o término de

cada sub-sequéncia assim construida correspondende dqueles
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FIGURA 20: Dendograma mostrando as trés sub-familias

colagenases, estromelisinas e gelatinases dentro da familia das

MMP.
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FIGURA 21: Dendograma mostrando as principais familias

dentro da super-familia das metaloproteinases.
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GELATIMASE

RATCOLLAG
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PROTEASEB

FIGURA 22: Dendograma das sequéncias gelatinase, colagenase
de rato (ratcollaq), estromelisina (stromelysin), colagenase de
neutréfilo (neutcollag), colagenase de fibroblasto (fibcollag),

colagenase intersticial de coelho (rabcollag), estromelisina 3

(stromelys3), "hatching enzyme'" de curigo do mar (hatching) e

protease B de E. chrysanthemi. Observe a presenga de quatro

troncos principais.
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cada tronco mostrado na figura anterior. Os residuos idénticos
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residuos que alinharam-se com os residuos 100 e 261 da colagenase

de fibroblasto.

I1II1.4 Andlise das sub-sequéncias

Usou-se o programa PCOMPARE do software PC/GENE para as
comparagdes entre collafrag e as outras sub-sequéncias. 0 método
usado é& agquele descrito por Needleman and Wunsch e implementado
por Dayhoff (1978) e Feng et.al. (1985). O método permite a
escolha de quatro matrizes para comparagdo; "Dayhoff MDM-78
matrix", "unitary matrix", "structure/genetic matrix" e "genetic
code matrix". O score de similaridade maxima obtido pela
comparagdo de duas sequéncias é comparado com 0S scores Maximos
obtidos de 100 sequéncias randdmicas de mesma composicdo e
comprimento. O score de alinhamento obtido & o nidmero de
desvios-padrido pelo qual o score maximo das duas seguéncias
analisadas excede a média dos scores obtidos com as sequéncias
randémicas. Um score de alinhamento acima de 3 indica uma relagao
filogenética de média probabilidade enguanto um score de
alinhamento acima de 5 indica uma relacdo altamente provavel,

principalmente se considerarmos as distdncias evolutivas.

Em nossa andlise percebe-se que collafrag é
filogeneticamente relacionado & somente proteafrag e serrafragqg,
independente da matriz usada (tabela 05). Scores significativos
nao foram obtidos com outras sub-sequéncias. Tanto protease B
guanto protease de Serratia estio localizadas no mesmo tronco
evolutivo como mostrado no dendograma da figura 21. Vale

resgsaltar que os scores obtidos na maioria das vezes
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ultrapassaram o valor de 5 indicando uma provavel relagdo

filogenética.

As subsequéncias proteafrag e serrafrag foram usadas em
alinhamentos simples com collafrag (dados ndo mostrados). O grau

de homologia foi de 26,4 e 27,2, respectivamente,
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QEPSS{S\\%LEI SUBSEQUENCE |  NEW 1 onent
i | TERMINOLOGY |
iiﬁ%—?& ..FSAE...PGDY.. SERRAFRAG 110
PROTEASE Bl | wine. ®ivews PROTEAFRAG 181
;IERMOLYSII\' -KYRT...NAAL. THERMOFRAG 56
-

NPR ..SVEL...STDG.. NPRFRAG 231
ASTACIN CFVPR.NVDP. ASTAFRAG 78

MEP _RNAM...YDDN.. MEPFRAG 133

TABELA 04: Esta tabela mostra as principais caracteristicas das
novas sequéncias correspondendo ao nicleo enzimatico de algumas

metaloproteinases.
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NPRFRAG 0,69 = 0,07 | -1,14 + 0,07
l

DAYHOFF  UNITARY Ener |GEDGRC
'COLLAFRAG 41,59 = 0,51 80,7 * 2,95 | 48,57 * 0,59 | 56,24 * 2,98
|

PROTEAFRAGi 5,44+ 0,3 544 * 0,53 | 3,31« 0,39 4,62 * 0,46
SERRAFRAG | 3,66+ 0,05 ! 6,78 + 0,89 | 6,02 * 0,19 |5,21 * 0,19
MEPFRAG 2,15+ 0,13 | 0,82 + 0,05 | 1,56 * 0,12 1,28 0,:
THERMOFRAG! 1.80% 0,19 | 0,03 * 0,03 | 0,93 = 0,11 l0,64 0,01
ASTAFRAG 1,50 = 0,17 |-0,78 = 0,01 | 0,23 + 0,09 50,45 0,1
0,814+ 0,09 | 0,09 + 0,09

TABELA 0S5: Valores dos scores de alinhamento obtidos da

saragdo de cocllafrag com todas as sequéncias listadas na

2la xx usando quatro diferentes matrizes. O valor mostrado

resenta a média de quatro experimentos.
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DISCUSSAO

I. Interagao colageno/colagenase

Neste trabalho estudou-se a especificidade da enzima
colagenase intersticial, o membro mais estudado da familia das
MMP, através da hipdétese da hidropaticidade complementar de amino
dcidos codificados por sequéncias complementares de DNA. A
hipbtese & aplicavel somente nagueles modelos onde o sitio de
interagdo de uma das proteinas & conhecido, como & o caso da
interagdo estudada nesta tese. O sitio clivado pela colagenase na
molécula do colageno estad caracterizado, o que possibilitou a
deducdo do peptideo complementar. Como os colagenos intersticiais
sao constituidos por duas cadeias polipeptidicas diferentes, dois
peptideos complementares foram obtidos (TKKTLRT e SSNTLRS). Como
esperado ambos os peptideos apresentam perfis de hidropaticidade
muito semelhantes. Da mesma forma, tal perfil de hidropaticidade
fol também encontrado nas colagenases de fibroblasto humano
(SQNPVQP) e neutréfilo humano (SSNPIQP). De fato, uma homologia a
nivel de sequéncia primiria pode ser observada entre um dos
peptideos deduzidos e um dos reais. Um conceito cada vez mais
sd6lido é de que a conformagdo das proteinas & mais conservada do
que a seguéncia primaria (Brentani, 1990). Sendo assim, uma
semelhan¢ga no perfil de hidropaticidade pode significar uma
semelhanc¢a na conformagdo como discutido por alguns autores
{Brentani, 1990; Beattie, 1991; Souza et.al., 1992). Deve-se
deixar claro, no entanto, que sequéncias flangueadoras sao
importantes na determinacgdo de uma conformagdo especifica. Este

ponto foi recentemente abordado pelo grupo de M. Go trabalhando
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com a enzima barnase (Ikura et.al.,1993). Baseado nos dados de
difracao de raios X desta proteina, é possivel definir regides
continuas de conformagdc compacta, os chamados mdédulos. O
trabalho consistiu na andlise de alguns médulcs isolados da
barnase, ou seja sem o restante da proteina. Os autores
concluiram que estes médulos mantém preferencialmente a
conformagdo original encontrada na proteina inteira. Dessa forma,
o restante da proteina estaria estabilizando a conformagdo

preferencial do médulo isclado.

A abordagem experimental desta tese foi iniciada com a
utilizagdo de um dos peptidecs deduzidos, o TKKTLRT. Se a
proposicdo de que TKKTLRT representa, ao menos
conformacionalmente, o sitio de ligacgdo do coldgeno na colagenase
é verdadeira, entdo o peptideo deveria reconhecer a molécula do
colageno. Isto foi mostrado na figura 04a onde o peptideo foi
adsorvido em placa de poliestirenc e a ligagac de colageno
narcado fol medida. Duas criticas sao bastante pertinentes em
relacao a este ponto. Uma delas refere-se a variedade de
conformagdes possiveis de pequenos peptideos em solugdo. No
entanto, mals recentemente, ¢ grupo de Richard Lerner tem
mostrado que mesmo pentapeptideos podem apresentar uma
conformacdo preferencial (Wright et.al., 1990). Isto significa
gue pequenas peptideos de fato apresentam miltiplas conformacgoes,
porém uma delas & preferencial, exatamente o que ocorre com os
moédulos da barnase. Isto poderia explicar a necessidade de uma
alta concentragdo molar de peptideos em ensaios de inibigdo
(Fields, 1993). A segunda critica refere-se a adsorgao de

pequenos peptideos na placa de poliestireno que parece ser baixa
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(Underwood & Steele, 1991). Varias estratégias vém sendo
utilizadas na tentativa de se aumentar esta taxa, inclusive a
construc¢ao de polimeros do mesmo peptideo. No caso especifico
deste trabalho, partiu-se de uma concentrag¢do inicial alta do
peptideo com o objetivo de que a taxa de adsorgao fosse mais
efetiva. Face a esta pequena discussdo, uma ocutra abordagem foi
também utilizada. A ligagdo de coldgeno ao peptideo foi medida
através de uma coluna de Sepharose CNBr-4B (figura 05). Os
resultados de ambos os ensaios mostraram uma interacdo entre o
colageno e o peptideo. A especificidade de tal ligacado foi
mostrada através de ensaios de inibigdo onde o préprio peptideo
TKKTLRT agiu como inibidor ( figura 06). O peptideo SQNPVQP
presente na colagenase de fibroblasto também apresentou um
potencial inibitério sugerindo que ambos os peptideos possan
apresentar uma conformacdo preferencial similar, interagindo com
0 mesmo dominio na meolécula do colageno. Vale ressaltar que no
trabalho de R. Lerner citado acima substituigdes que mantinham o
carater hidropatico do aminocdcido na maioria das vezes nao
alteravam a conformacgdoc preferencial dos peptideos utilizados

(Wright et.al., 1990).

Anticorpos contra TKKTLRT deveriam reconhecer a molécula da
colagenase se ¢ peptideo representa um dominio da mesma. Este
ponto fol abordado com diferentes estratégias. Primeiramente em
um ensaio de ligag¢do direta (ELISA), onde a colagenase de
fibroblasto humano (gentilmente cedida pelo Dr. A. Eisen) foi
adsorvida em placa de poliestireno. 0 soroc anti-TKKTLRT
reconheceu a enzima plaqueada e mais importante, esta ligagdao foil

inikida pelo proprio peptideo TKKTLRT, indicativo de
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especificidade, e pelo peptideo SQNPVQP, presente na molécula da
colagenase de fibroblasto, Tais resultados indicam que anticorpos
anti-TKKTLRT reconhecem epitopos presentes na sequéncia SQNPVQP
da colagenase de fibroblasto, favorecendo novamente a idéia de
uma conformagdo similar entre os dois peptideos. A especificidade
deste anticorpo fol também testada através de ensaios de

imunofluorescéncia e imunoprecipitacdo.

Os anticorpos anti-TKKTLRT foram capazes de inibir atividade
colagenolitica sugerindo que a segquéncia SQNPVQP, reconhecida por
eles na colagenase, esta envolvida no processo colagenolitico.
Muitos questionariam a inibicdo da atividade de uma proteina de
50 kD por outra de 150 kD. Entretanto, mostrou-se que varios
anticorpos monoclonais contra colagenase ndo apresentam qualguer
efeito na atividade catalitica da enzima (Birkedal-Hansen et.al.,
1988). Da mesma forma, os peptideos TKKTLRT e SQNPVQP foram
efetivos em inibir o potencial colagenolitico do sobrenadante de
queratindcito. Necessitou-se de uma alta concentragdo molar dos
peptideos envolvidos para se obter uma inibigdo parcial da
atividade colagenolitica. Como citado anteriormente este
requerimento talvez se deva a adogdo de varias conformagdes pelos
peptidecs em solugdo. O peptidec TKKTLRT também tem se mostrado
efetivo na inibigdo da interacgdo colageno/colagenase de

neutréfilo (K. Hasty, comunicagdo pessoal).

Todas as MMP apresentam uma regido especifica para a
coordenacdo ao zinco presente no dominio central da molécula.
Como todas as MMPs apresentam este dominio, fica evidente que

dominios adicionais sdo responsaveis pela especificidade ao
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substrato de cada membro. O que parece mais interessante é que
este dominio central apresenta uma atividade proteolitica
intrinseca e degenerada. A MMP PUMP gue possue apenas o dominio
de ativacdo e o nlicleo enzimatico, ndo apresenta uma atividade
proteolitica especifica contra determinado substrato sendo capaz
de degradar fibronectina, laminina, gelatina, protecglicanas e de
ativar as procolagenases (OCkada et.al.,1988). Da mesma maneira,
uma forma recombinante da colagenase intersticial de fibroblasto
compreendendo apenas o nicleo enzimatico perde totalmente a
especificidade para os colagenos intersticiais (Lowry, 1992).
Além disto, as colagenases intersticiais podem sofrer um processo
de auto-degradacgdo que as faz perder, além do dominio rico en
prolinas e do dominio carboxi-terminal homélogo & hemopexina, a
capacidade de degradar colageno intersticial (Clark e Cawston,
1989) . Tails resultados originaram a suspeita de que a parte
carboxi-terminal das colagenases intersticiais estivesse
envolvida na especificidade ao substrato. Tal suspeita foi
confirmada por Murphy et.al.(1992) que construiu proteinas
quimeras de colagenase e estromelisina. Uma destas construcgdes
consistia do ndcleo enzimatico da colagenase mais a parte
carboxi-terminal da estromelisina. Tal molécula hibrida perdeu a
especificidade para o coldgeno. Outra construgdo consistia na
presenga do nicleo enzimdtico da estromelisina mais a parte
carboxi-terminal da colagenase. A enzima resultante desta
construgac manteve a capacidade de ligar-se ao colageno perdendo,
no entanto a capacidade de cliva-lo. Tais resultados indicavam
claramente gue a especificidade ao coldgenc & dada por uma ou
mais sequéncias presentes na porgdo carboxi-terminal da

ceclagenase.
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Os resultados discutidos nesta tese pogsibilitaram
identificar uma determinada sequéncia nas colagenases
intersticials envolvida no processo de liga¢ao ao substrato
{Souza e Brentanl, 1992). Tais sequéncias {SQNPVQP em colagenase
de fibroblasto e SSNPIQP em colagenase de neutrdfilo) estio
presentes dentro do dominio rico em prolinas imediatamente apds o
nicleo enzimatico (ver a estrutura modular das MMP na figura 01).
Do ponto de vista estrutural, um fato chama bastante a atencdo. E
sabido gue sequéncias ricas em prolinas podem adotar uma
conformacdo parecida com aguela do colageno ( Ramachandran,
1967). Sendo assim é atraente especular gue uma conformacgao
parecida com a do substrato poderia capacitar o dominioc rico em
prolinas de interagir com a tripla-hélice formando uma
"tetra-hélice" temporaria. E fundamental ressaltar que a regido
clivada pela colagenase na molécula de colagenc apresenta um
relaxamento na tripla-hélice devido ao seu alto grau de
hidrofobicidade e ao nimero reduzido de hidroxiprolinas (Arnet
et.al., 1991). Resta a divida se tal relaxamento permitiria a
interagdo de uma guarta hélice. Um fato bastante interessante
ainda em relacdo a este tdépico & o ja mencionado processo de
autco-degradagao das colagenases. Como cobservado por alguns
autores a clivagem sempre ocorre dentro desta regido rica em
prolinas e sempre tendo como P1' um residuo hidrofébico (Knauper
et.al., 1993). Isto parece indicar ¢gue a regido rica em prolinas

possue uma conformagaoc similar ao colageno.

0 envolvimento do dominio rico em prolinas no processo de
ligacgao ao substrato foi também verificado por Hirose

et.al. (1993). Trabalhando com colagenase de neutréfilo, este
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darupo mostrou que a troca da sequéncia SSNPIQP pela sequéncia
correspondente em estromelisina abole totalmente a atividade
proteolitica da colagenase, confirmando nossa sugestdo de que tal
sequéncia & importante na ligagdo com o substrato. Dados mais
recentes do mesmo grupo mostraram que tal mutante ainda apresenta
a capacidade de se ligar ao coldgeno porém com uma afinidade
menor (K. Hasty, comunicacdo pessocal), sugerindo a presenga de
sitios adicionais dentro da molécula. Parece claro, no entanto,
que estes sitios devem estar situados na vizinhanga de SSNPIQP
visto que as construg¢des perdendo esta regido, perdem também a
atividade de ligacgdo ao coldgenc ( K. Hasty, comunicagdo
pessoal). Além disso, foil mostrado gue a ponte dissulfeto entre
os residuos 279 (imediatamente apds o dominio rico em prelinas) e
464 & também muito importante na especificidade ao substrato,
confirmando dados de Windsor et.al.(1991). A minha interpretacao
para a importdncia desta ponte dissulfeto reside no papel destas
ligagdes no processo de "folding" de proteinas em geral (Gierash
& King, 1990). Outra possibilidade & que a presenca desta ponte
dissulfeto estabilize uma determinada conformagdo do dominio rico
em prolinas. De fato, os mutantes que perdem esta ponte
dissulfeto ainda apresentam uma atividade colagenclitica, peorém

reduzida (Hirose et.al., 1993).

Outros dados relacionados ao processo ja mencionado de
autoativacgao das colagenases favorecem a idéia de um sitio de
ligagdo ao substrato mais amplo. Na colagenase de fibroblasto, a
clivagem autcoproteclitica ocorre exatamente apds a sequéncia
SONPVQP. Sendo assim esta sequéncia permanece dentro do dominio

do nicleo enzimatico que perde a atividade colagenolitica. Isto
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indica gque a sequéncia SQNPVQP ndo é suficiente para manter a
capacidade de ligac¢do ao substrato. No caso da colagenase de
neutréfilo, a autoproteélise ccorre exatamente no meio da
sequéncia SSNPIQP, entre a prolina e a isoleucina. 0s dois
fragmentos resultantes desta autoprotedlise perdem a capacidade
de se ligarem ao coldgeno, indicando claramente que a sequéncia
intacta é importante no processo de interagdo enzima/substrato
(Knauper et.al., 1993). Da mesma forma, & sabido que
estromelisina, a qual nado possul nenhuma sequéncia
hidropaticamente similar a SQNPVQP, interage com a estrutura em
tripla-hélice dos colagenos intersticilais. Face a discussio
acima, & possivel conclulr que a sequéncia SQNPVQP em colagenase
de fibroblasto (ou SSNPIQP em colagenase de neutr6tfilo) &
importante para a interac¢do das enzimas com os substratos mas niao

suficiente. Sequéncias adicionais sdo necessarias para uma

perfeita interacao.

II- Interagao colageno/fibronectina

Hauschka e White (1972) observaram que uma proteina sérica
de alto peso molecular ligava-se especificamente ao colageno.
Outros grupos na mesma época verificaram que tal interacdo
exercia um papel importante nas relagdes célula/ECM (Klebe,
1975) . Posteriormente, esta proteina sérica foi caracterizada
como fibronectina. Como descrito na introdugdo um dos aspectos
mais interessantes a respeito desta interacdoc é o fato de
fibronectina interagir com o sitio do colageno clivado pela
colagenase intersticial. Isto faz com gque todo a abordagem dada

para a interacdo colageno/ceclagenase possa ser usada também neste
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modelo. Dentro deste raciocinio, o trabalho descrito por Owens e
Barale (1986) & de extrema importdncia. Eles caracterizaram o
peptideo AAHEEICTTNEGVMY como o sitio de ligagac ao colageno ou
gelatina na fibronectina. Percebe-se que os Gltimos residuos da
fibronectina apresentam um perfil de hidropaticidade muito
similar ao perfil da sequéncia SQNPVQP. Isto origina a
possibilidade de gque a interac¢do entre peptideos hidropaticamente
complementares seja também a base da interacao
fibronectina/colageno. Recentemente foil mostrado, através de
mutagdes sitio-dirigidas, que alguns residuos na regido clivada
pela colagenase na cadeia alpha 1 do colageno tipo I sdo
fundamentais tanto para a interag¢do com a colagenase gquanto para
a fibronectina (Dzamba et.al., 1993). Existe, no entanto, uma
diferencga guanto a afinidade da interagaoc colageno/cclagenase e
colageno/fibronectina. Enquanto a afinidade da fibronectina &
maior pela gelatina, a colagenase tem uma nitida preferéncia pelo
colageno native (Arnetet.al., 1990; Souza & Brentani, 1992).
Entretanto, a preferéncia de fibronectina pela gelatina talvez se
deva a presenga de sitio adicionais na molécula especificos para

gelatina.

O fato que a regido contendo a sequéncia SQNPVQP na
colagenase e a sequéncia TNEGVMY na fibronectina interagem com o
mesmo dominio do coldgeno originou a possibilidade de que ambas
as sequéncias pudessem apresentar uma conformacdo muito similar.
De fato, anticorpos que reconhecem a sequéncia SQNPVQP também
reconhecem o fragmento da fibronectina que liga colageno. Da
mesma forma ambos os peptideos inibiram parcialmente a interacéo

colageno/fibronectina gquando pré-incubados com o coldgeno. Esta
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inibigdo parcial talvez se deva a presenga de sitios de interacao
adicionais dentro de ambas as proteinas (Guidry et.al., 1990;

Ingham et.al., 1991}.

Dentro deo segmento reportado por Cwens e Baralle (1986)
existe um peptideo com razoavel homoleogia com ¢ sitio de ligacio
ao zinco de diversas metaloproteinases. De fato, Vidmar e
colaboradores (1991) propuseram que esta sequéncia seja o aceptor
de zinco essencial para a atividade gelatinolitica do fragmento
amino-terminal de fibronectina. Neste trabalho, mostrou-se uma
interagdo entre zinco e fibronectina. Decidiu-se investigar o
possivel papel deste cldtion divalente na interacéo
colageno/fibronectina face & localizac¢do do sitio de ligacdo ao
zinco estar adjacente a sequéncia TNEGVMY. Como mostrado na
figura 16, zinco aumentou a interagdo entre colageno e
fibronectina. A determinacdo das constantes de afinidade com ou
sem zinco fica impessibilitada pelo ensaio utilizado. A
determinacdo do "binding" & dada por valores de densidade &tica
gque & uma medida indireta da quantidade de fibronectina ligada ao
colageno. No entanto, a comparaga&o das curvas mostradas na figura
16 parece indicar que ndoc hd uma alteragdo na afinidade da
fibronectina pelo colageno, visto que os Ky determinados
graficamente parecem ser muito préximos. O gue ocorre parece ser
um aumento ne "binding" maximo, ou seja, na presenga de zinco
mais moléculas de fibronectina estdo aptas a interagir com o
colageno. Isto eleva o ponto de saturacgao da ligagdo. O
tratamento de fibronectina plasmatica com 1,10-Phenantrolina
diminuiu sensivelmente sua capacidade de interac¢do com o

coldgeno. A ligacgdao basal observada pode ser devido aos outros
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sitios de interacgdo descritos na literatura. Poderia se especular
que a sequéncia TNEGVMY somente apresentaria uma atividade
ligante de colageno quandec ¢ zinco estivesse coordenado ao sitio
adjacente. Do ponto de vista da hidropaticidade complementar, tal
perspectiva se mostra bastante interessante. Ela mostra novamente
a importdncia das sequéncias flangqueadoras na determinacdo da
atividade ligante da sequéncia hidropaticamente complementar. A
influéncia da 1,10-Phenantrolina na interacao
colageno/fibronectina mais a captura de fibronectina em uma
coluna de zinco mostra que a populagdo de fibronectina plasmatica
pode estar sub-dividida em duas sub-populag¢des, uma com e a outra

sem zinco.

Recentemente, Husain (1993) reportou gque u-PA apresentava
uma afinidade para fibrina somente em tampdes contendo zinco.
Baseado no fato que plaguetas representam um reservatdério de
zinco, ele especulou que o metal poderia ter um papel na formagéao
do trombo. Talvez seja possivel extrapolar tal especulagdo para o
modelo fibronectina/colagene. Sem sombra de diavida, um dano a um
vaso pode expor a matriz sub-endotelial e a concentracgao
aumentada de zinco no microambiente do trombo poderia amplificar
a interagdo de plaquetas com o colagenc tendo fibronectina como

ponte.

III. Evolucao das MMP

Arvores filogenéticas e analises de sequéncias das

metaloproteinases tém aparecido com frequéncia na literatura
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(Murphy et.al., 1991; Jiang & Bond, 1992; Rawling & Barret, 1993;
Souza & Brentani, 1993; Bode et.al., 1993). Jiang and Bond
(1992), por exemplo, construliram uma adrvore baseada na estrutura
do sitio de ligac¢do ac zinco de diversas metaloproteinases.
Algumas metaloproteinases como thermolisina contém o classico
HEXXH como o sitio de ligacdo ac zinco além de uma segunda
sequéncia contendo um outro a&cido glutdmico correspondendo ao
terceiro ligante de zinco. Qutras metaloproteinases como protease
de Serratia, proteinases B e C de Erwinia e as MMP contém uma
outra sequéncia adjacente ao sitio de ligagdo ao zinco,

(HEXXH) XXGXXH (Jiang and Bond, 1992; Murphy et.al., 1991). H&a, no
entanto, uma concorddncia em todos esses trabalhos quanto &
divisao da super-familia das metaloproteinases. As principais
familias sdo thermolisina, astacina, protease de Serratia, as
enzimas de veneno de cobra e as MMP. Esta divisdo & também
cbservada na figura 21.

Uma das principais perquntas referente a evolugdo das
metaloproteinases é a existéncia ou nao de uma relacgao
filocgenética entre as MMP e as metaloproteinases bacterianas.
Diversos autores ndac encontraram tal relagdo (Jongeneel et.al.,
1989; Whitthan et.al., 1986). 0 dendograma da figura 22 de certa
forma corrobora a arvore filogenética mostrada por Murphy
et.al.{(1991), onde estromelisina 3 ndc se agrupou com o tronco
das MMP. Neste dendograma a "hatching enzyme" de ourigo-do-mar
também ndo se agrupou com o tronco das MMP, apesar de possuir
algumas caracteristicas desta familia (Lepage and Gache, 1990).
Um alinhamento miltiplo contendo colagenase de fibroblasto,

estromelisina 3, "hatching enzyme'" e protease B de Erwinia



85

(incluida na familia da protease de Serratia) mostrou gue apenas
a regido central destas enzimas apresentava um certo grau de
homologia (figura 23). Baseado nesta homologia, levantou-se a
possibilidade de uma evolugdo divergente restrita ao ndcleo
enzimatico entre as metaloproteinases bacterianas e as MMP
eucaridéticas (Souza and Brentani, 1993). Especulou-se que os
cutros dominios presentes na MMP poderiam ser agquisi¢des recentes
da familia. Uma outra possibilidade seria uma evolugdo
convergente do nidcleo enzimatico, ou seja, pela agdo de uma
selegdo positiva ocorreria uma homologia a nivel de sequéncia
primaria mesmo sem um ancestral comum. Vale ressaltar que a
funcdo do ndcleo enzimético & muito similar em todas as
metaloproteinases. Apesar do alinhamento midltiplo ser uma
excelente ferramenta para este tipo de estudo, uma andlise mais
quantitativa desta homologia se fez necessaria. Para tanto
decidiu-se criar sub-sequéncias de varias metaloproteinases
correspondendo aoc nGclec enzimatico. Esta estratégia teve como
intencdo restringir a andlise a regido de homologia, visto que a
utilizag8o da sequéncia inteira certamente diluiria o score de
similaridade. De fato, talvez esta seja a razdo da falha de
outros autores em encontrar uma relagao entre as MMP e as
metaloproteinases bacterianas. Sem excessio, todos eles usaram em
suas anadlises a sequéncia completa das enzimas. Além disto, tal
estratégia permitiria verificar se a homologia observada ocorria

com todas as metaloproteinases bacterianas.

Os resultados obtidos permitiram nao s6 mostrar gue a
homologia observada no alinhamento da figura 23 & significativa

bem comc indicar que ela & restrita ao tronco da protease de



86

Serratia/protease B de Exrwinia. Um alinhamento simples entre
collafrag e proteafrag ou serrafrag mostrou uma homologia de
26,4% e 27,2% respectivamente. De fato, McFerrow (1987) observou
uma grau de homologia similar entre protease de Serratia e
colagenase de fibroblasto ac nivel do nicleo enzimatico. Além
disto, Rawlings e Barret (1993) classificaram a protease de
Serratia dentro da familia das colagenases intersticiais que

inclue todas as MMP.

Um trabalho recente de Bode et.al. (1993) mostou uma arvore
filogenética com algumas metaloproteinases onde as MMP estavanm
localizadas proximas da protease de Serratia e da protease B de

E. chrysanthemi. Neste mesmo trabalho, os autores comparam a

estrutura tridimensionalde astacina, adamalisina
(metaloproteinase de veneno de cobra) e thermolisina. Eles
concluem, baseado em uma topologia similar do zinco catalitico,
que todas as metaloproteinases com excessdo de thermolisina
apresentam uma relagao filogenética entre si. A principal critica
guanto a esta andlise refere-se 3 regido analisada das enzimas. E
sabido que regides funcionalmente importantes sofrem uma pressio
seletiva forte. (Doolittle, 1992). Esta similaridade na estrutura
tri-dimensional pode ser devido a esta pressio sem

necessariamente um ancestralidade comumn.

Estas conclusdes a respeito da evolugdo das MMP pode trazer
importantes informag¢des sobre a relagdo estrutura/fungdo destas
enzimas. Sabe-se, por exemplo, gque o hiicleo enzimatico da
colagenase de fibroblasto perde a especificidade para o colageno

nativo (Lowry et.al.,1992) apresentando uma atividade mais
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degenerada. Isto também ocorre para a estromelisina
(Sanchez-Lopes et.al., 1988). Se confirmada esta relacgao
filogenética entre as MMP e as metaloproteinases bacterianas,
fica implicito que a especificidade de cada MMP foi adquirida com
a aquisigdo de outros dominios durante a evolugdo. Isto parece
ter ocorrido com as gelatinases. Um dominio com alto grau de
homologia com o "gelatin-binding domain" de fibronectina esta
presente adjacente ao niicleo enzimatico em ambas as gelatinases
(Wilhelm et.al., 1989). Como discutido por Wilhelm et.al. (1989),
a introducdo de novasg sequéncias na vizinhanga do nicleo
enzimatico pode contribuir para mudangas na especificidade ao

substrato.

Recentemente, Matrisian (1992) fez uma excelente discussio
deste tépico. Analisando a estrutura génica de diversas MMP, ela
concluiu que duplicagdes de um gene ancestral aliada a eventos de
"exon shuffling" sio os principais efetores na evolugdo das MMP.
Sugere-se agul gque este gene ancestral corresponde a um gene do
tronco da protease de Serratia/protease B das metaloproteinases
bacterianas. Ha, entretanto, uma discorddncia quantc ao dominio
de ativacdc. Matrisian acredita gque o niclec enzimatico e o
dominio de ativagao ja estavam presentes no gene ancestral. No
modelo descrito aqui, o dominio de ativagao foi também uma

aquisig¢do através de eventos de "exon shuffling".

Recentemente uma metaloproteinase de planta (SMEP) foi
caracterizada, a qual apresentava uma similaridade estrutural e
funcional com membros da familia das MMP (McGeeham et.al.,

1992). Esta similaridade, entretanto, esta restrita ao nicleo
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enzimatico. Em um alinhamento simples, SMEP mostrou 37,7% de
homologia com collafrag e 24,7 com serrafrag. SMEP pode entéao
representar um intermedidrio na evolugdo das MMP. OQutra sequéncia
de planta tem sido caracterizada como uma metaloproteinase na

alga unicelular Chlamidomonas reinhardti (Kinashita et.al.,

1992). Um padrdo muito interessante nesta enzima & a presenca de
um dominio de ativagdo altamente homdélogo ao dominio
correspondente nas MMP. Esta descoberta origina a possibilidade
de que o dominio de ativacdo tenha se originado antes da
divergéncia planta/animal. Outra possibilidade seria a aquisicgéao
deste dominio pelos dois troncos de maneira independente apds a

divergéncia.

Em relacgdc ao dominio carboxi-terminal com homologia &
hemopexina, algumas evidéncias parecem indicar que o dominio foi
adgquirido pelo tronco animal apds a divergéncia planta/animal. A
"hatching enzyme" de ourigo-do-mar, por exemplo, possue o dominio
de ativagdo, o nicleo enzimatico e o dominio carboxi-terminal
{Lepage & Gache, 1990). Além disto, a estrutura de PUMP perdendo
o dominio carboxi-terminal e a sequéncia rica em prolinas, também
favorece a idéia de uma agquisicao posterior destes dominios

(Matrisian, 1992).

Talvez o modo mals interessante de visualizar a evolugdo das
MMP seja agquela que o faz em conjunto com a evolugfo da ECM.
Desde que um critério de caracterizacgao das MMP & a sua notavel
especificidade por componentes da ECM, parece claro gque a
especificidade ao substrato destas enzimas tenha se originado

apds o surgimento da ECM, ou seja, com o advento da
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multicelularidade. Conceitualmente, a familia das MMP se originou
apds o advento da ECM. A atividade catalitica, no entanto, foi
herdada de enzimas procaridéticas, mais especificamente da
protease de Serratia e da protease B de Erwinia, como sugerido
neste trabalho. Os mecanismos evolutivos que originaram o advento
desta especificidade vem sendo discutidos por alguns autores
(Matrisian, 1992; Wilhelm et.al., 1989; Souza & Brentani, 1993).
Todos concordam que "exon shuffling” teve um papel fundamental
neste processo. Vale discutir, no entanto, um cutro aspecto
notdvel. Sabe-se que o processo de deposicdo da ECM ocorre via
miltiplas interacdes entre seus componentes. Isto significa gue
dominios protéicos nestes componentes sdo interagentes. Um
exemplo & a interagdo fibronectina/gelatina abordada nesta tese.
Se um destes dominios interagentes & adquirido por uma
metaloproteinase, isto pode dar a enzima a capacidade de
interagir com um componente da matriz. Como ja discutido acima,
no caso das gelatinases a agquisicdo de um "gelatin-binding
domain" da fibronectina pode ter originado a especificidade da
enzima (Wilhelm et.al., 1989). Sendo assim o fluxo de dominios de
componentes estruturais da matriz para as MMP se constitui em um
dos mecanismos responsaveis pela notavel origem da especificidade

das MMP.

Origem da especificidade nas colagenases intersticiais

A grande maioria dos dados aponta para a regido rica em

prolinas como o sitio de ligag8do ao colégeno nas colagenases

intersticiais. Esta regido compreende a primeira metade do exon 6
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COLLAGENASE: EXON 6

Y-X-Pro repeat

GGA CGT TCC CAA AAT CCT GTC CAG GCC ATC GGC CCA CAA ACC CCA
G R S NPV QPI G P QTP

AAA GCG TGT GAC AGT AAG CTA ACC TTT GAT GCT ATA ACT ACG ATT
K A CD S KL TFDA I TT I

CGG GGA GAA GTG ATG TTC TTT AAA GAC AGA
R G E VMF F K DR

ADENDO 01: Sequéncia nucleotidica do exon 6 da colagenase de
fibroblasto e a correspondente sequéncia de aminoacidos. Observe

gue a primeira metade do exon corresponde a repetigdo Y-X-Pro.



91

das colagenases de fibroblasto e neutrdfilo (Colljer et.al.,
1988) (adendo 1). Analisando a sequéncia primaria das
colagenases, chama a atengdao o fato desta regido apresentar quase
sempre uma prolina a cada trés residuos. Percebe~-se uma
repetigdo ¥Y~X-Pro, onde Y e X correspondem a gquaisquer
aminoacidos. Tal sequéncia lembra a repeticdo encontrada nos
colagenos intersticiais Gly-X-Y, com a substituigdo da glicina
pela prolina. Curiosamente se observarmos os codons para glicina
e prolina veremos que eles sdo complementares, i.e. GGX e CCx
respectivamente. Visto a discussdo acima sobre "exon shuffling”
entre proteinas estruturais da ECM e enzimas MMP, uma
possibilidade seria que a repetigdo Y-X-Pro pudesse ter se
originado a partir do gene do colégenc. A hipdtese seria que um
exon do colageno sofreu um processo de duplicacdo e uma das
cobplas foi inserida no gene de uma metaloproteinases ancestral.
Neste processo de insercgdo, no entanto, o que era sense no
colagenc tornou-se antisense na metaloproteinase (adendo 2). Este
modelo estad totalmente baseado na hipdétese descrita por Brentani
sobre o papel da fita antisense na evolucdo de proteinas

interagentes.

A primeira consideracgdo a ser feita quanto ao modelo
refere-se a necessidade de uma mudanca de fase na fita antisense
para que as duas citosinas fiquem iniciando o codon. Somente
assim sera possivel obter uma prolina a cada terceira posigdo. O
uso de um fase de leitura alternativa apds uma duplicag¢aoc levando
a uma sequéncia de aminodcidos totalmente diferente foi descrita
previamente (Ohnoc, 1984). Outro detalhe & a substituicdo da

primeira prolina da repeticdo por uma serina (SQNPVQP). E
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ADENDO 02: Modelo propondo como a repeticdo de prolinas foi

adquirida pelo gene da colagenase,
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ADENDO 03: Homologia entre a colagenase de fibroblasto e a

protease B de E. chrysanthemi. Observa-se que a repetigédo de

prolinas ndo esta presente na metaloproteinase bacteriana.
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discutido acima. Sendo assim, a migracgdo de um exon do
coldgeno para uma metaloproteinase somente poderia ter
ocorrido apds a divergéncia unicelular/multicelular. Fica
claro, entdo que a repeticdo de prolinas ndo deveria existir
nas metaloproteinases bacterianas se ¢ modelo do adendo 2 é
correto. De fato, um alinhamento entre colagenase de
fibroblasto e protease B na regifo da repetigdo de prolinas
mostra a auséncia desta na metaloproteinase bacteriana (

adendo 3).

O que talvez seja mals surpreendente em relagdo a este
modelo é o fato que "shuffling™ de um exon do colageno para
uma MMP pode ser observado. No caso da gelatinase B é
encontrado logo apds nlcleo enzimdtico uma regido com alto
grau de homologia com o colageno do tipo V. De fato, alguns
autores sugeriram a possibilidade dste dominio ter sido

adquirido através de "exon shuffling” (Matrisian, 1992).
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Considera¢odes finais sobre a hipdtese da hidropaticidade

complementar

Restam poucas didvidas a respeito da plausibilidade da
hipbtese da hidropaticidade complementar sob um ponto de vista
guimico. Obviamente que uma andlise mais profunda das forgas
moleculares envolvidas se faz necessaria mas a existéncia de
interagdes hidrofdébico/hidrofilico é fato. Alidas, uma andlise
mesmo superficial de alguns dados cristalograficos mostra uma
"promiscuidade™ gquimica impressionante, ou seja , existe uma

grande variedade de interagdes possiveis.

0 aspecto mais interessante da hipdtese talvez resida nas
suas implicagdes evolutivas. Devemos analisar a hipétese da
hidropaticidade complementar com olhos de um evolucionista. Para
um evolucionista, um processo generalizado & raro, visto que
qualguer processo ou fendmenoc & o preoduto de centenas de eventos
estocasticos. Sendo assim, qualguer discussdoc a respeito da
generalizag¢do da hipdétese da hidropaticidade complementar
torna-se irrelevante. A capacidade de interacgdo entre duas
proteinas & decorrente de um ou varios eventos que ocorreram na
histéria evolutiva de ambas as proteinas. A principal mensagem
dada pelos trabalhos de Brentani (1988, 1990) e por este trabalho

& a possibilidade de que a utilizacgdo de sequéncias antisense em

eventos de "exon shuffling" se constitua em um destas etapas.
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Conclusodoes:

1) Os dados apresentados neste trabalho indicam que a
segquéncia SQNPVQP na colagenase de fibroblasto e SSNPIQP na
colagenase de neutrofilo estdo envelvidas na interacgdo das

respectivas enzimas com coldgenoc nativo.

2) Baseado no fato que fibreonectina interage com o
dominio clivado pela colagenase nos coldagenos intersticiais,
foil possivel abordar esta interacdo com as mesmas ferramentas
usadas no estudo da interacgao colageno/colagenase. Desta
forma, apresentou-se aqui evidéncias de que a sequéncia
TNEGVMY esta envolvida na interacgdo colageno/fibronectina.
Além disto, mostrou-se agqui que zinco & capaz de aumentar o

"binding" entre colageno e fibronectina.

3) A analise de diversas metaloproteinases indica que o
nicleo enzimatico das MMP é filogeneticamente relacionado ao

mesmo dominio da Protease B e da protease de Serratia.
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