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RESUMO

Apesar de apresentarem similaridades estruturais, homologias de sequéncias e mecanismo
catalitico comum para a hidrolise de seus substratos, as aspartil peptidases sdo enzimas que
apresentam preferéncias bem distintas no que se refere as interagcBes entre os residuos de
aminoacidos do sitio catalitico. Essas diferencas sdo importantes do ponto de vista bioldgico,
porque em cada tecido/célula ha condigdes e necessidades metabdlicas proprias, de acordo com
0s componentes quimicos/bioquimicos disponiveis no meio, tais como substratos, cofatores,
inibidores e produtos. Neste estudo, uma aspartil peptidase do fluido pericardico humano foi
purificada através de etapas cromatograficas e os parametros cinéticos foram determinados de
acordo com cada substrato sintético modificado no sitio reativo da calistatina. A enzima isolada
apresentou uma massa molecular aparente de 141 kDa e a atividade de aspartil peptidase foi
observada apenas nessa regido de massa molecular. Os dados obtidos da cinética enzimatica
nos mostraram que a mudanca na posi¢do do aminodcido P’ influenciou significativamente na
sua atividade. Utilizamos esses dados para um estudo comparativo com dados observados para
outras peptidases asparticas humanas isoladas de outras fontes utilizando o mesmo conjunto de
substratos obtidos nas mesmas condi¢fes de ensaio e a isoforma pericardica de aspartil
peptidase apresentou maior semelhanca catalitica com a catepsina D hepéatica quando
comparada a enzima isolada de baco. A hidrdlise de sequéncias do sitio reativo da calistatina
pela aspartil peptidase do fluido pericardico humano sugere que a enzima pode interferir em

processos fisioldgicos onde a calistatina esteja envolvida.

Palavra-chave: Aspartil Peptidase; Fluido Pericardico; Calistatina; Cinética Enzimatica.



ABSTRACT

Despite having structural similarities, sequencial homologies and a common catalytic
mechanism for the hydrolysis of their substrates, aspartyl peptidases are enzymes that have very
different preferences regarding interactions between amino acid residues at the catalytic site.
These differences are important from a biological point of view, because each tissue/cell has its
own metabolic conditions and needs, according to the chemical/biochemical components
available in the medium, such as substrates, cofactors, inhibitors and products. In this study, an
aspartyl peptidase from human pericardial fluid was purified through chromatographic steps
and the kinetic parameters were determined according to each synthetic substrate modified at
the reactive site of callistatin. The isolated enzyme had an apparent molecular mass of 141 kDa
and the aspartyl peptidase activity was observed only in this molecular mass region. The data
obtained from enzymatic kinetics showed us that the change in the position of the P1' amino
acid significantly influenced its activity. We used these data for a comparative study with
observed data for other human aspartic peptidases isolated from other sources using the same
set of substrates obtained under the same assay conditions and the aspartyl peptidase’s
pericardial isoform showed greater catalytic similarity with hepatic cathepsin D when compared
to enzyme isolated from spleen. The calistatin reactive site sequences’ hydrolysis by aspartyl
peptidase from human pericardial fluid suggests that the enzyme may interfere with

physiological processes in which calistatin is involved.

Keywords: Aspartyl Peptidase; Pericardial Fluid; Calistatin; Enzymatic Kinetics.
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1. INTRODUCAO

1.1. Peptidases Asparticas

As aspartil peptidases sdo largamente distribuidas na natureza, desde virus a animais
superiores, suas fungdes vdo desde a digestdo inespecifica de proteinas até processos
especializados de hidrolise de substratos proteicos. Na familia das peptidases asparticas Al,
estdo incluidas a maioria das endopeptidases asparticas encontradas no organismo humano que
sdo mecanica e estruturalmente relacionadas (Rawlings ND, Tolle DP, Barret AJ, 2004). Fazem
parte desta familia as peptidases asparticas gastricas (pepsina, gastricsina e quimosina),
lisossomais (catepsina D), ndo lisossomais (catepsina E), renais (renina), fungicas
(penicilopepsina) e retrovirais (Tang J, Wong RN, 1987; Kay J, Dunn BM, 1990; Dunn BM,
2002). Quase todas as enzimas desta familia atuam em pH éacido (Tang J, Wong RN, 1987) e
sdo inibidas por pepstatina A, um inibidor especifico e competitivo, que se liga fortemente aos
residuos de aminoacidos que compde o sitio ativo (Marciniszyn J Jr, Hartsuck JA, Tang J,
1976).

Aspartil peptidases apresentam, caracteristicamente, um centro ativo altamente
conservado, contendo dois residuos de acido aspartico participando do mecanismo catalitico
(Pearl L, Blundell T, 1984; Cooper JB et al., 1990; Dunn BM, 2002). A ligacdo das aspartil
peptidases aos substratos ocorre em uma fenda capaz de interagir com até sete residuos de
aminoacidos da enzima (Ss4 a S3”) de acordo com a designacao de Schechter e Berger (Schechter
I, Berger A, 1967). Ainda como caracteristica, os substratos devem possuir cadeias mais
estendidas e cadeias laterais de amino&cidos hidrofdébicos (Powers JC, Harley AD, Myers DV,
1977) interagindo nos subsitios S; e Si” da enzima, modelo frequentemente utilizado na

proposta de sintese de substratos especificos para aspartil peptidases (Dunn BM et al., 1995).
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Figura 1. Designacdo de Schechter e Berger. Sitios de ligacdo do substrato no sitio ativo da
enzima (Ss a S3”); residuos de aminoacidos do substrato (Psa P3"). A seta indica o ponto de
clivagem (Schechter I, Berger A, 1967).

Apesar de apresentarem similaridades estruturais, homologias de sequéncias e
mecanismo catalitico comum para a hidrolise de seus substratos, as peptidases asparticas
possuem peculiaridades que vao desde uma caracteristica secretoria (pepsina, gastricsina e
renina) até mecanismos de ativacao, pH 6timo, estabilidade e localizacao celular e subcelular
(lisossomal, endossomal e intramembrana) (Dunn BM, 2002; Benes P, Vetvicka V, Fusek M,
2008).

1.1.2. Peptidases Asparticas e Importancia Bioldgica

As peptidases asparticas humanas, por muito tempo, tém sido alvo de pesquisas
médicas e farmacéuticas pela sua ocorréncia em muitos tecidos, fluidos bioldgicos e seu
envolvimento em vérias doengas, como hipertensao (Schales O, 1942), maturacdo do virus da
imunodeficiéncia humana (Kay J, Dunn BM, 1990), doenca de Alzheimer (Mori H et al., 1992),
formacdo de Ulceras gastricas (Tanaka Y et al., 1991), neoplasias (Capony F et al., 1989;
Spyratos F et al., 1989; Thorpe SM et al., 1989; Tandon AK et al., 1990) e liberagcdo de
peptideos biologicamente ativos (Hial VV, Keiser HR e Pisano JJ, 1976; Gomes RAS et al., 1996
e 1997).

A atividade de catepsina D no soro € um marcador da atividade normal de remodelagéo
e fagocitose enddgena tecidual e aumenta em pacientes apés infarto agudo do miocérdio,
apresentando uma relacdo inversa com o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca (YYamac
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AH et al., 2015). Devido a propriedade de clivar fibronectina e laminina é considerada um
biomarcador para cancer de mama (Abbott DE et al., 2010). A catepsina E tem sido relacionada
na via de processamento das moléculas do MHC classe 1l (Igarashi S et al., 2004).

A expressdo de aspartil proteases na placenta humana sugere algum papel no processo
de implantagdo (Majewska M et al., 2017). Aspartil peptidases intramembrana clivam
substratos nos limites da bicamada lipidica e os produtos sdo peptideos e proteinas envolvidos
em Varios processos bioquimicos, tais como metabolismo celular, diferenciagéo,
desenvolvimento, resposta imune e sentinela (Brown MS et al., 2000) e sdo utilizadas como
alvos para drogas para um numero de doencas (Verhelst SHL, 2017).

A presenca de cininogenases acidas foram descritas no tecido vascular com atividade
de catepsina D na aorta e no ventriculo esquerdo em cdes (Moshi MJ et al., 1992). Uma aspartil
peptidase também foi caracterizada com uma atividade cininogenéasica (Gomes RAS et al.,
1997). A pepsina, uma outra importante aspartil peptidase, foi associada a liberagéo de cinina
(Met-Lys-Bradykinin-Ser) pela clivagem do cininogenio (Gomes RAS et al., 1996). As cininas
sdo peptideos de baixo peso molecular que participam dos processos inflamatérios devido a sua
capacidade de ativar células endoteliais e, como consequéncia, provocar vasodilatacéo,
aumento da permeabilidade vascular, producdo de Oxido nitrico e mobilizacdo do &cido
araquidonico. As cininas também estimulam terminagdes nervosas sensoriais e 0s parametros
inflamatérios como rubor, calor, edema e dor, podem resultar do processo de formacdo de
cininas (Kaplan AP et al., 2002).

1.1.3. O Fluido Pericardico

O fluido pericardico contido na cavidade pericardica é um fluido seroso, complexo e
dindmico, secretado pelas células mesoteliais que estdo em contato com 0 coragdo e cuja
composicdo reflete seu status fisioldgico. O pericardio e o liquido pericardico nele contido
servem para lubrificar as superficies do coragdo, mantendo sua posicdo geomeétrica fixa e
fazendo seu isolamento das outras estruturas do torax, prevenindo aderéncias e propagacéo de
infeccdes, bem como, a dilatacdo das camaras cardiacas (Shabetai R, 1999).

Além deste papel mecéanico, foi observado que durante os processos patoldgicos
cardiacos os niveis de fatores bioquimicos no fluido pericardico sdo significativamente
alterados, incluindo hormonios, neurotransmissores, citocinas, fatores de crescimento e de
apoptose. O conteudo molecular e celular do liquido pericardico tém se mostrado um 6timo

material para pesquisas cardiovasculares (Xiang F et al., 2013).



19

Estudos clinicos em pacientes com doencas cardiacas mostraram que algumas
substancias relacionadas com fisiopatologia do coracdo estdo em maior concentracdo no liquido
pericardico que no plasma. Na isquemia miocardica fatores angiogénicos se acumulam no
fluido pericardico, sugerindo uma contribuicdo para a angiogénese pos-isquémica. Enzimas
cardiacas e troponinas em concentracdes maiores no fluido pericardico do que no plasma foram
observadas no exame post-mortem de individuos acometidos por infarto agudo do miocéardio
(Pérez-Céarceles MD et al., 2004; Osuna E et al., 1998), assim como fatores biologicamente
ativos como 0s peptideos natriuréticos atrial e cerebral, e endotelina-1 em pacientes com
insuficiéncia cardiaca (Szokodi | et al., 1998; Watanabe M et al., 2009).

Varias enzimas ja tiveram suas atividades detectadas e caracterizadas no liquido
pericardico. A catepsina D é liberada para o espaco intersticial durante a isquemia do miocéardio
(Araki H, Takenaka F, 1975). Uma enzima conversora de angiotensina foi isolada e
caracterizada do fluido pericardico humano, bem como, foi observada que a atividade
enzimatica era maior no fluido pericardico humano do que no plasma de pacientes submetidos
a cirurgia cardiaca, sugerindo uma origem local para a enzima (Gomes RAS et al., 2008).
Experimentos utilizando pericardio bovino demonstraram que uma enzima conversora de
angiotensina é produzida pelas células mesoteliais do pericardio parietal (Vieira ML et al.,
2008; Filho IRS et al., 2017).

A atividade de aspartil peptidase no fluido pericardico humano foi evidenciada em
Ciello G et al, 2015). Esses dados mostram que o pericardio ndo é apenas uma membrana para
conter um fluido lubrificante e que a composicao do fluido pericardico além de ser indicador
de processos que acontecem no miocardio através da transudacgdo de moléculas, ainda apresenta

sintese local de fatores com acdo paracrina para o proprio miocardidcito.

1.1.4. A Calistatina

A calistatina, € uma proteina de ligacdo a calicreina tecidual (Chao J, Chai KX, Chao
L, 1996) e foi identificada como um membro da superfamilia das serpinas (serine protease
inhibitors) que exercem importantes papéis na manutencdo de varios sistemas fisiologicamente
importantes. O controle destes sistemas, como nas cascatas proteoliticas, na coagulagéo
sanguinea e na protecdo das células do sistema imune de suas proprias proteases citotoxicas, é

finamente balanceado. E uma familia de proteinas de alto peso molecular, largamente
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distribuidas com propriedades de inibidores de serino e cisteino proteases. A caracteristica que
define uma serpina é uma estrutura priméaria com cerca de 380 residuos de aminoacidos que se
dobra em um tnico dominio composto de 3 folhas 3 e 8 ou mais a-hélices organizadas de um
lado da principal folha B (folha A). Uma estrutura ¢ critica para a molécula funcionar como
inibidor de protease: uma algca exposta, denominada al¢a do centro reativo (RCL — Reactive
center loop). As serpinas plasmaticas englobam proteinas como a antitrombina, Inibidor C1,
Inibidor do ativador do plasminogénio, Alfa-1 anti-tripsina (al— AT), principal inibidor da

elastase de neutrofilos e a calistatina (Pike RN et al., 2002).

A composicao do sitio reativo da calistatina humana € Unico entre todas as serpinas e
ideal para a ligacdo com a calicreina tecidual. Os residuos P2-P1-P1’ da calistatina foram
identificados como Phe-Phe-Ser. SubstituicGes de aminoécidos nas posi¢cdes P2 e P1 através
de mutagénese sitio-dirigida mostraram que a Phe (P1) é essencial, pois cria um ambiente
hidrofobico para a interacdo da calicreina com a calistatina (Zhou GX, Chao L, Chao J, 1992).

As aspartil proteases acomodam nos subsitios S1 e Si1” substratos com cadeias mais
estendidas e cadeias laterais de amino&cidos hidrofdébicos (Powers JC, Harley AD, Myers DV,
1977), modelo frequentemente utilizado na proposta de sintese de substratos especificos para
essa classe de enzimas (Dunn BM et al., 1995). A sequéncia Lys-Pro-Ala-Lys-Phe-*Nph-Arg-
Leu (P5 P4 P3 P2 P1 *P1" P2 P3"), onde * sinaliza o ponto de hidrolise, se mostrou bastante
adequada como substrato para a atividade da pepsina porcina (Pohl J e Dunn BM, 1988).
Ensaios utilizando essa sequéncia como base, mostraram que variagdes de residuos nas posi¢oes
P2 e P3 afetaram a catélise pela catepsina D, ndo acomodando um residuo positivamente
carregado na posicao P2 (Scarborough PE et al., 1993).

Os peptideos com apagamento intramolecular de fluorescéncia derivados do sitio
reativo da calistatina foram utilizados na determinacdo da especificidade da catepsina D
hepatica humana e se mostraram altamente suscetiveis a hidrolise na ligacdo Phe-Phe, apesar
de apresentar Lys e Ser nas posicdes P2 e P2" (Pimenta DC et al., 2001). Ensaios utilizando
catepsina D isolada de baco, gastricsina, pepsina e uropepsina humanas, para a hidrolise dos
peptideos Abz-AIKFFSRQ-Eddnp, Abz-AIAFFSRQ-Eddnp, Abz-AILFFSRQ-Eddnp e Abz-
AISFFSRQ-Eddnp, da série usada por Pimenta DC et al., 2001, mostraram clivagem na ligacao
Phe-Phe, e que o residuo Leu na posicdo P2 foi a substituicdo que mais afetou a atividade
catalitica para as quatro enzimas testadas. Para a gastricsina, pepsina e uropepsina a melhor
atividade catalitica observada foi aquela com Lys em P2. A catepsina D de baco apresentou
melhor atividade catalitica com Ala em P2 (Pereira ICC, Gomes RAS, Teodoro LGVL, 2009).
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Esses dados sugerem que a cadeia lateral ramificada interfere na interagéo na posigdo P2 mais
significativamente do que o volume da cadeia lateral, considerando o grupamento e-amino do
residuo Lys em P2 (Pereira ICC, Gomes RAS, Teodoro LGVL, 2009).

Uma aspartil peptidase suscetivel a inibi¢do pela pepstatina A, foi purificada a partir
do fluido pericardico humano e apresentava atividade cininogenésica em meio acido (Del Ciello
G et al., 2015). A caracterizacdo das propriedades cataliticas da aspartil peptidase do fluido
pericardico frente as mudancas de residuos de aminoacidos que flanqueiam o ponto de
clivagem, podera trazer informacdes importantes sobre 0 comportamento dessa enzima quanto
as interacfes em seu sitio ativo. De posse dos substratos peptidicos Abz-AlIKFFSRQ-Eddnp,
Abz-AlIAFFSRQ-Eddnp, Abz-AILFFSRQ-Eddnp e Abz-AISFFSRQ-Eddnp, serd possivel
fazer uma avaliacdo da influéncia das alteracfes na posicdo P2 na atividade da enzima. Ainda
sera importante a caracterizacdo dessa atividade enzimatica sobre a sequéncia do centro reativo
da calistatina, visto que o controle da atividade deste inibidor envolve a atividade da calicreina,
conhecida por liberar cininas, envolvidas no controle do tGnus vascular e no processamento de
varios hormonios peptidicos presentes no fluido pericardico (Lawrence MG, Lai J, Clements
JA, 2010).

2. JUSTIFICATIVA

Apesar das aspartil peptidases apresentarem um sitio ativo bastante conservado, sdo
enzimas que apresentam preferéncias bem distintas no que se refere as interacBes entre 0s
residuos de aminoacidos do sitio catalitico. Essas diferencas sdo importantes do ponto de vista
bioldgico, porque em cada tecido/célula ha condi¢des e necessidades metabdlicas proprias, de
acordo com os componentes quimicos/bioquimicos disponiveis no meio, tais como substratos,
cofatores, inibidores e produtos. Neste contexto, a busca para a compreensao do comportamento
de enzimas que apresentam especificidades cataliticas proprias, a depender do local onde atuam
e de diferencas na sua estrutura pode mostrar a existéncia de isoenzimas.

A atividade das aspartil peptidases no fluido pericardico, ja descrita por varios
pesquisadores, envolve principalmente, seus efeitos deletérios no tecido cardiaco apos
episédios de isquemia. Entretanto, independente da ocorréncia de processos isquémicos e
consequente necrose tecidual, essa classe enzimatica estd presente nesse fluido e tem
capacidade de gerar e hidrolisar peptideos vasoativos a partir de uma série de substratos
presentes nos tecidos e fluidos biolodgicos, demonstrando assim seu efeito paracrino. Como
endopeptidases, as aspartil proteases hidrolisam, preferencialmente, ligacGes entre residuos

hidrofébicos. No entanto, além da presenca desses residuos € interessante a influéncia de
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aminoacidos contiguos ao ponto de hidrélise nos substratos. Estas observagdes trazem
informacdes importantes sobre a interacdo enzima-substrato no sitio ativo, que podem subsidiar
a construcao de inibidores mais especificos para os membros da classe das aspartil peptidases,

provenientes de tecidos e fluido biologicos distintos.

3. HIPOTESE

Dados da literatura e aqueles obtidos em experimentos ja realizados em nosso
laboratdrio demonstram que as aspartil peptidases representam uma classe enzimatica que pode
estar envolvida em varios processos tanto fisiolégicos como fisiopatologicos.

Nossa proposta é que a(s) aspartil peptidases(s) do fluido pericardico apresentem um
comportamento cinético mais parecido com as enzimas de parénquima, distinto das enzimas de
natureza secretdria como pepsina, gastricsina e com caracteristicas mais proximas aquelas da

catepsina D.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivos gerais

Caracterizar a atividade hidrolitica de uma aspartil peptidase isolada do fluido

pericadico humano.

4.2. Objetivos especificos

a. Determinar as constantes cataliticas (Km, Keat, Kca/Km) para a enzima
utilizando peptideos sintéticos fluorogénicos contendo sequéncias em torno
do sitio reativo da calistatina; Abz-AIKFFSRQ-Eddnp, Abz-AIAFFSRQ-
Eddnp, Abz-AILFFSRQ-Eddnp e Abz-AISFFSRQ-Eddnp.

b. Verificar a influéncia da substituicdo de residuos de aminoécidos na posi¢do

P2 dos substratos.

5. MATERIAIS E METODOS
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5.1. Obtencdo do fluido pericardico

O fluido pericardico humano foi obtido junto a necropsia de cadaveres sem
alteracdes cardiovasculares no Servico de Verificacdo de Obito do Hospital de Clinicas
da UFTM. Projeto aprovado pelo CEP-FMTM (Protocolo CEP/FMTM - 0022,
aprovado em 24/03/2000).

5.2. Obtengéo da enzima purificada

A enzima foi isolada a partir de fluido pericardico humano, dialisado contra

agua destilada, liofilizado e mantido a -20°C. As etapas de purificacdo incluiram:

5.2.1. Dosagem de proteinas (Lowry et al.,1951)

Foi preparado uma solugéo de trabalho, misturando os reagentes abaixo nas

seguintes proporgoes:

Na2CO3a2% em NaOH 0,5 N....ooooviiiiiiiieeeeeeeee et 14,7 mL
Tartarato de SOdi0 € POLASSIO @ 2%0........ccveiveieeeeieie e et 0,15 mL
CUSO45H20 Q0,64%0. ...t e e e e e e 0,15 mL

Para determinacdo da concentracdo de proteinas, foi misturado 0,1 mL da amostra ou
padrdes com 1,0 mL da solucdo de trabalho, apds a homogeneizacéo e repouso por 10
minutos em temperatura ambiente, foi adicionado & mistura 0,4 mL do reativo de
Folin-Ciocalteau diluido na proporcdo de 1:1 com agua destilada preparada no
momento do uso. A mistura foi agitada cuidadosamente e deixada em repouso por 15
minutos em temperatura ambiente. Foram realizadas leituras de absorbancia a 650 nm
e as concentracdes determinadas utilizando uma curva padréo de soroalbumina bovina

obtida nas mesmas condig¢des do ensaio.

Curva padréo para soroalbumina bovina:
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Tabela 1. Pardmetros para construgéo da curva a partir da solu¢do de soroalbumina
bovina 0,1 mg/mL em solucéo salina (NaCl 0,9%):

Tubos Concentracéo (ug) Padréo (uL) NaCl 0,9% (uL)
1 5 50 950

2 10 100 900

3 20 200 800

4 40 400 600

5 50 500 500

6 70 700 300

7 80 800 200

8 100 1.000 0

5.2.2.  Cromatografia em coluna de resina Cibacron Blue Agarose® (Bio-Rad)

A coluna com dimensdes de 12 cm de altura x 3,0 cm de didmetro foi
equilibrada e eluida com tampéo fosfato de sédio 0,1 M, pH 6,0. O fluido pericardico
humano liofilizado (3,2 g) foi reconstituido em 50 mL de tampéo fosfato de sédio 0,1
M, pH 6,0. Aliquotas de 3,0 mL (contendo 54 mg de albumina) foram aplicadas a
coluna em resina Cibacron blue agarose® (Bio-Rad). Apés a aplicacdo na coluna, a
atividade enzimatica foi testada antes e ap0s a centrifugacdo sobre o substrato Abz-
KPIEFFRLQ-Eddnp em tampéo acetato de sodio 0,1M, pH 5,0. Os pools contendo um
volume total de 650 mL, foram centrifugados a 10.000 RPM por 10 minutos. Apoés a
centrifugacdo, se obteve um volume aproximado de 600 mL. Neste volume, foram
realizados testes de atividade enzimatica sendo que, para cada teste foi utilizado 100
uL destes volumes como amostra. A cada etapa de purificacdo procedeu-se a anélise
do grau de pureza e avaliacdo da massa molecular aparente através de eletroforese em
gel de poliacrilamida a 13% contendo dodecil sulfato de sodio (SDS) em condicdes
redutoras e ndo-redutoras. O substrato Abz-KPIEFFRLQ-Eddnp, sequéncia classica e
suscetivel a hidrélise por aspartil proteases (Pohl J e Dunn BM, 1988), foi utilizado

nas etapas subsequentes de purificagéo.
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5.2.3. Cromatografia em coluna de resina Q-Sepharose® (Pharmacia)

A coluna contendo resina Q-Sepharose® (Pharmacia) equilibrada em tampao
fosfato de sodio 0,1 M, pH 6,0, foi aplicado o efluente centrifugado da coluna de
Cibacron blue agarose® (Bio-Rad). Fracdes de 8,0 ml foram coletadas, a absorbancia
em 280 nm foi determinada até que as leituras atingissem valor igual aquela do tampéo
de equilibrio da coluna. A seguir foi feito um gradiente utilizando tampéo fosfato de
sodio 0,1 M, pH 6,0 e contendo concentracbes crescentes de NaCl (0,2 a 1,0 M).
Fracdes de 3,0 mL de volume foram coletadas. Todas as fracbes foram testadas para
atividade enzimatica sobre o substrato Abz-KPIEFFRLQ-Eddnp, em tampdo acetato
de sédio 0,1 M, pH 5,0. As fracdes contendo atividade enzimatica foram reunidas,
concentradas em tubos de centrifugacdo (Vivaspin®Turbo 15 RC), centrifugadas a
5.000 rpm, 4°C (3.900 g), por 30 minutos.

5.2.4. Cromatografia em coluna de resina Superose® 12 HR (Pharmacia)

A amostra contendo atividade enzimética foi aplicada em aliquotas de 0,5 mL
em coluna de resina Superose® 12 HR (Pharmacia) com dimensdes de 30 cm de altura
x 1,5 cm de didmetro. Foi utilizado um fluxo de 0,4 mL por minuto. A coluna foi
equilibrada em tampao fosfato de sdédio 0,1 M, pH 6,0, contendo NaCl 1,0 M para
estimar a massa molecular. Fracdes de 2,0 mL foram coletadas e a absorbancia
determinada em 280 nm. Todas as fracdes foram testadas para atividade enzimatica
sobre o substrato Abz-KPIEFFRLQ-Eddnp, em tampédo acetato de sédio 0,1 M, pH
5,0. PadrGes de massa molecular gama globulina bovina (150 kDa), soroalbumina
bovina (65 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbonica (29 kDa) e citocromo C
(12,4 kDa) foram utilizados para construcdo da curva para estimativa da massa
molecular. As fragGes contendo atividade enzimatica foram reunidas e concentradas
em tubos de centrifugacdo (Vivaspin® Turbo 15 RC), centrifugadas a 5.000 rpm, 4°C
(3.900 g), por 30 minutos. O material concentrado foi utilizado para as etapas de
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS e cinética enzimatica.
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5.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) (Laemmli UK,
1970)

As etapas de purificacdo foram acompanhadas de eletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS 13% das fracdes contendo atividade de aspartil peptidase. As
amostras foram diluidas em tampdo de amostra, colocadas em banho maria em
ebulicdo por 5 minutos, centrifugadas (5.000 rpm) por 2 minutos e aplicadas as
canaletas. Como padréo de massa molecular foi usada a soroalbumina bovina (65 kDa)
submetida as mesmas condi¢des da amostra e colocada em uma canaleta separada. A
corrida eletroforética foi feita em voltagem constante 120V utilizando fonte Bio-Rad
(modelo 1000/500). Os géis foram corados pela prata amoniacal (Tunén P, Johanson
KE, 1984). A amostra foi aplicada em condicGes redutoras com -mercaptoetanol e
ndo redutoras. A cada etapa de purificacdo procedeu-se a analise do grau de pureza e
avaliacdo da massa molecular aparente através de eletroforese em gel de

poliacrilamida a 13% contendo dodecil sulfato de sédio (SDS).

Solucéo de acrilamida:

ACHAMIAA (MEFCK) ..o e 30,09
Bis-acrilamida (SIgMa).......ccoeriiiiiiiiier e 0,80 g
AQUA JEIONIZAAA .S vttt 100 mL

Solucdo de dodecil sulfato de sédio (SDS, Sigma) a 2% em agua deionizada.

Solucéo de dodecil sulfato de sédio (SDS) a 10% em agua deionizada.

Solucéo de persulfato de aménio (PSA, Sigma) a 10% em agua deionizada, preparada
no momento do uso.

N-N-N-N-tetrametiletilenodiamina (TEMED) (Bio-Rad)

Usado puro na quantidade de 10,0 pL.

5.4. Preparo dos géis

Gel de separacao (13%o)

SOIUGAO dE ACTTIAMITA. .....c.veiiieiie s 13,0 mL
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Tampao tris-HCL (Merck) 0,9 MPH 8.8......cc.ooieiiiiiiecieceee e 13,0mL
AQUA JEIONIZAAA. ........cvoeeevrceeieeeeieseee ettt ne s st 2,0 mL
SDS 290 (SIOMA)....veerreeiieeiieite et eerte s e ettt e st et e s e e te e e e et e sreenneanee e 1,5mL
TEMED (BI0-RaAU)......cceiiiieieiiieeiee ettt 10 pL
Persulfato de amonio (Bio-Rad) 10%0........cccovieereerieieseeneeie e 0,15mL

A mistura foi distribuida entre duas placas de vidro medindo 20 por 20 centimetros e

20 por 22 centimetros utilizando espacadores com 1,0 milimetro de espessura.

Gel de concentragédo

Apds a polimerizacdo do gel de separacdo, foi preparado o gel de concentracdo:

SOIUGAO dE ACTTIAMITA. ... .c.veieieieeie et 1,75 mL
Tampao tris-HCL (Merck) 0,5 MPH 6.8.........ccoveiiiiiiiiieccece e 8,0mL
AQUA JEIONIZAAA. ...ttt 1,45 mL
SDS (SIGMA) L00....eineeeiieieiieieeie ettt 0,1 mL
TEMED (BI0-Ra0) ... 10 pL
Persulfato de amonio (Bio-Rad) 109%0..........cccovviiiieniiiiiiieeee e, 0,05 mL

Esta mistura foi colocada sobre o gel de separacdo e um pente para formacdo de 15
canaletas foi montado até a polimerizacdo do gel. Apds a polimerizacdo o pente foi
retirado e as canaletas formadas foram lavadas com &gua deionizada 3 vezes para
retirar o excesso de acrilamida ndo polimerizada. O gel foi acoplado a um sistema de
eletroforese vertical Protean® Il xi, Bio-Rad e as amostras do fluido pericardico
contendo as peptidases asparticas foram aplicadas em volumes que variaram de 20 a
100 pL. Apds a aplicagdo das amostras o gel foi submetido a corrida eletroforética
com voltagem constante de 120V utilizando Bio-Rad, modelo 1000/500.

5.5. Tampdes utilizados

Tampéao da amostra

Tampéo tris-HCL (Merck) 2 M, pH 6.8.......cccooiieiieiice e 0,10 mL
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Azul de Bromofenol (Merck) 0,05% em agua deionizada............c.cccceeveevernennne. 0,12 mL
GlICerol 60% (REAGEN)......coui ettt 1,0mL
B-Mercaptoetanol (MErCK).........ccveieiieiieie et 0,3mL
SDS (SIgMA) 1090.....c.eecueeiiiecieecie e nae e 0,6 mL

As amostras foram diluidas no tampdao de amostra na proporgéo de 2:1 e colocadas em
banho maria em ebulicdo durante 2 minutos. Quando a eletroforese era feita em

condicdes ndo redutoras, suprimia-se o B-Mercaptoetanol do tampéo acima.

Tampéo de corrida

Tris-hidroximetilaminometano (Merck)..........ccccvevveiieiieiecie s 3,029
GlICING (REAGEN)......ciiieii ittt bbb 144¢
SDS (SIGIMA). .. ittt bbbttt 1049
AQUA JEIONIZAAA .Sttt 1.000 mL
5.6. Coloracéo dos géis pela prata amoniacal (Tunén P, Johanson KE, 1984)

Apds a corrida eletroforética, os géis foram lavados rapidamente em agua
deionizada e em seguida colocados em uma cuba de vidro contendo solucdo pré-
fixadora 1 durante 4 horas, em temperatura ambiente. A seguir, a solucdo pré-fixadora
1 foi substituida pela solucéo pré-fixadora 2, na qual os géis permaneceram durante 1
hora. Apos isto os géis foram lavados 3 vezes durante 15 minutos com agua destilada
e colocados durante 45 minutos em solucédo de glutaraldeido (Reagen) 25% diluido na
proporcdo de 1:2 com agua deionizada. Os géis foram lavados 3 vezes com éagua
deionizada durante 15 minutos e ap6s esta etapa adicionou-se uma solucédo de prata
amoniacal na qual os géis foram mantidos durante 30 minutos em ambiente escuro.
Em seguida os géis foram lavados 2 vezes durante 15 minutos por vez. Foi entéo
adicionada solucéo reveladora sob agitacdo suave até que as bandas correspondentes
as proteinas atingissem a coloragdo desejada. Neste momento, a solucdo reveladora foi
substituida pela solucgdo inativadora. Os géis foram mantidos nesta solucéo durante 2
horas e ap0s este periodo a mesma foi substituida por uma solucdo de secagem. Apds
permanecerem durante 2 a 12 horas na solucéo de secagem os geis foram secos entre

duas folhas de papel celofane sobre uma placa de vidro.
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5.6.1.  Solugdes utilizadas na coloragéo

Pré-fixador 1

e g o] I (Y[ o) TS 500 mL
ACIAO ACETICO (REAGEN)........vecveeceeerceeieeeeiet e s et eses s ense s enes s ees e enees 70 mL
AQUA EIONIZAUA........coveevereceieeiceeeeeee et 430 mL

Pré-fixador 2

MELANOI (IMEICK) ... 100 mL
ACI0 ACELICO (REAGEN)........ouceereceeeeeiceeeee et sesae s 100 mL
AQUA JEIONIZAAA. ...ttt 800 mL

Solucéo de prata amoniacal

2)  NAOH (SYNE) 0,5 Noorovreevereeeeeeeeeeseeesseeeeseesesseseeeseessseessssesssesesssseeees 5,0 mL
NHAOH (Reagen) 14,8 M......cco ittt 0,7 mL
AQUA AEIONIZAAA. ........ooceeececeee e 20 mL
b)  Nitrato de prata (IMErck)..........ccocveiueiieiieiie e 0,19
AQUA JEIONIZAAA. ...ttt 20 mL

A solucdo (b) foi lentamente adicionada a solucdo (a). Caso ocorresse
precipitacdo durante a adicdo da solucéo (b), adicionava-se hidréxido de aménia puro
lentamente até o desaparecimento do precipitado. Este procedimento foi repetido até a

adicéo de toda a solucgéo (b).
Solucéo reveladora
AQUA AEIONIZAAA..........ocveeceeeceeeee et 100 mL

Formaldeido 37% (MErCK).........cooiiiiiiiiieee e 0,1 mL
ACido Citrico 2,3 M (QEEN).......vuivieiececeeeeeeeeeeee e, 0,025 mL
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Solugéo inativadora

AQUA QBIONIZAAA..........ceceeeeeeeeeeeeree ettt 100 mL
ACIHO ACELICO (REAGEN)......ceveeeeeecieeeee ettt es st ss st ss st en st 1,0 mL

Solucédo de secagem do gel

GHCEIOI (IMEICTK).....eeeie ettt be e nne s 1,0 mL
ACIAO ACETICO (REAGEN)........eeevereceeeeieeeteeeeieseeee s e tes s enss s esse st s s eneesenees 10 mL
MELANOI (IMEICTK) ...t 40 mL
AQUA JEIONIZAAA .51ttt sttt 100 mL
5.7. Estimativa da massa molecular aparente por cromatografia de filtracao

em gel em coluna de resina Superose® 12 HR (Pharmacia)

Para estimar a massa molecular aparente procedeu-se a cromatografia em
coluna de resina Superose® 12 HR (Pharmacia) juntamente com padrdes de massas
moleculares conhecidas. Ap6s a cromatografia, foi feito o calculo do coeficiente de

particdo (Kav) dos padrdes e da amostra aplicando-se a formula:

Kav = Ve - Vo
Vt-Vo
onde:
Ve = volume de elui¢do da amostra; Vo = volume vazio da coluna dado pelo

volume de eluic¢do do azul dextran; Vt = volume total da coluna.

Os valores encontrados foram registrados, sendo os valores do Kav colocados
no eixo das abscissas e os valores de massa molecular dos padrBes no eixo das
ordenadas (escala logaritmica). A massa molecular aparente da proteina purificada foi

estimada pela interpolagdo grafica do valor Kav obtido.
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5.8. Determinacdo das constantes cataliticas

5.8.1.  Substratos Sintéticos

Os substratos utilizados foram Abz-Ala-lle-Lys-Phe-Phe-Ser-Ar-GIn-Eddnp
(Abz-AIKFFSRQ-Eddnp), Abz-Ala-lle-Ala-Phe-Phe-Ser-Arg-GIn-Eddnp  (Abz-
AIAFFSRQ-Eddnp), Abz-Ala-lle-Leu-Phe-Phe-Ser-Arg-GIn-Eddnp (Abz-
AILFFSRQ) e Abz-Ala-lle-Ser-Phe-Phe-Ser-Arg-GIn-Eddnp (Abz-AISFFSRQ-
Eddnp), sendo o radical Abz o &cido orto-amino benzoico e o radical Eddnp o N-[2,4-
dinitrofenol]-etilenodiamino. Os substratos foram sintetizados e gentilmente
fornecidos pelo Departamento de Biofisica da Escola Paulista de Medicina
(UNIFESP) pelos professores Luiz Juliano e Maria Aparecida Juliano. Foi preparada
uma solucdo estoque (1,0 mg/mL) solubilizando os substratos em 20 pL de
dimetilformamida (Nuclear) e completando-se o0 volume com agua Milli-Q (Millipore

Simplicity).

5.8.2. Determinacao do pH étimo

A determinagdo do pH 6timo foi feita incubando-se a enzima purificada com
0s substratos em tampdes com valores de pH que variaram de 4,0 a 8,0 com intervalos
de 1,0 unidade de pH (4,0 e 5,0), acetato de sodio 0,2 M, Chemco; pH 6,0, fosfato
monobasico de sédio 0,2 M, Synth; pH 7,0 e 8,0, tris-(hidréximetil)-aminometano 0,2
M, Nuclear). As incubacdes foram feitas em cubeta termostatizada e sob agitacéo
continua, na proporcdo de 1,89 mL de tampdo, 100 pL de cada substrato na
concentracdo de 1 mg/mL e 10 uL da enzima. As leituras de fluorescéncia foram feitas
em espectofluorémetro RF-5301PC (Shimadzu), durante 50 minutos, com registro a
cada 10 minutos, empregando comprimento de onda de excitacdo de 320 nm e de
emissdo de 420 nm. A variacao de fluorescéncia por minuto (Af/minuto) foi convertida

em PM por litro por minuto (UM x L™ x min™).
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5.8.3. Determinacéo dos pontos de clivagem

A determinacéo dos pontos de clivagem ja foi realizada em um estudo anterior
por Pereira ICC, Gomes RAS, Teodoro LGVL, 2009. As enzimas purificadas foram
incubadas com os substratos sintéticos e os fragmentos liberados foram analisados em
HPLC de fase reversa, em coluna octadecilsilano (C18) Lichrospher-Hibar 100 RP-18
(Merck) medindo 5,0 x 125 mm com particulas de 4,0 um de didmetro, conectada a
um sistema de duas bombas injetoras modelo LC9A (Shimadzu). Aliquotas de 100 pL
da mistura de incubacdo foram submetidas a um gradiente de acetonitrila (Merck)
contendo &cido trifluoracético (Carlo Erba) em uma concentracdo final de 0,1%. Como
solvente A foi utilizada acetonitrila a 20% em agua deionizada e como solvente B,
acetonitrila a 100%, sendo que o fluxo foi de 1,0 mL por minuto. A deteccdo dos
produtos de hidrolise foi feita em 214 nm por um detector de luz UV/visivel modelo
SPD 6AV (Shimadzu), acoplado em série com um detector de fluorescéncia modelo
RF535 (Shimadzu), utilizando comprimento de onda de excitagdo de 320 nm e de
emissdo 420 nm. O registro foi feito através de um registrador modelo CR4A
Chromatopac (Shimadzu). Também foram feitas incubacbes dos substratos com as

enzimas purificadas e com seu inibidor especifico a Pepstatina A.

5.8.4. Analise de aminoacidos pelo método da pré-derivatizacao (Burbach JPH
etal., 1982)

Foi realizada a analise dos aminoacidos dos fragmentos liberados da
incubacdo das enzimas com os substratos fluorogénicos. Os fragmentos fluorescente e
ndo fluorescente resultantes foram recolhidos em frascos separados, liofilizados,
reconstituidos com &gua deionizada e colocados em ampolas. A cada ampola
acrescentou-se 0,05 ml de &cido cloridrico/acido propidnico (Sigma) (50:50) 4,0 N, as
ampolas foram lacradas e colocadas em estufa a 110°C durante 24 horas para hidrdlise.
Em seguida as ampolas foram abertas e secas a vacuo. Depois de secas, adicionou-se
0,2 ml de tampéo borato de sodio (Merck) 0,1 M pH 9,1. Os 4 reagentes utilizados na
pré-derivatizacdo dos aminoacidos foram: tampéo borato (Merck) 0,1 M pH 9,1 com
10 pL de B-mercaptoetanol (Merck) (reagente 1) e tampéo borato de sodio (Merck)
0,1 M pH 9,1 ao qual foram adicionados 5,0 mg de o-phtalaldeido (Merck)
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previamente dissolvidos em 1,5 ml de etanol (Merck) (reagente 2). A coluna utilizada
foi octadecilsilano (C18) Lichrocart-hibar 15542 medindo 4,0 x 125 mm com
particulas de 4,0 um de diametro (Merck) em sistema HPLC (Shimadzu). Foi feito
gradiente utilizando como solvente A, citrato de sédio 0,1 M (Mallinckrodt), acido
borico 0,1 M, pH 6,5, contendo metanol LiChrosolv® 20% e como tampé&o B, metanol
100%. Como padrdo foi utilizado padrdo de aminoacidos Sigma.

5.8.,5. Determinacdo das constantes cataliticas Km, Kcat € Keat/Km para hidrolise
de substratos sintéticos relacionados a sequéncia do sitio reativo da

calistatina

Os parametros Km, Keat € Keat/Km foram determinados para cada um dos
substratos, utilizando tampéo acetato de sodio 0,2 M, pH 4,5 em cubeta termostatizada
a37°C, em espectrofluorimetro RF-5301PC (Shimadzu). A (Aex 320 nm; Aem 420 nm).
A variacdo de fluorescéncia por minuto (Af/minuto) foi convertida em uM por litro
por minuto (UM x Lt x min™). A constante de Michaelis (Kw) € a velocidade méaxima
(Vmax) foram deduzidas das velocidades de catalise medidas com diferentes
concentragdes de cada substrato. As velocidades da reagdo sobre concentragdes
crescentes de cada um destes substratos foram medidas através da formacao do produto
da acdo enzimatica, verificada por fluorimetria. Em seguida, foi feito um gréfico no
qual os valores das concentragdes crescentes de substrato [S] foram plotados no eixo
X e os valores das velocidades de reacéo (UM de produto formado) foram plotados no
eixo Y (gréafico de Michaelis-Menten). Foi feito também um grafico de 1/[S] no eixo
X e 1/V no eixo Y ou grafico duplo reciproco de Lineawever-Burk, para facilitar a
visualizacdo dos pardmetros e determinagdo da Km e de Vmax por interpolacéo grafica.
As concentragdes dos substratos foram determinadas usando o coeficiente de extin¢do
molar do etilenodiaminodinitrofenol Eddnp (€3ss= 17.300 M~ cm™) e expressas em

micromolar (UM).

5.8.6. Titulag&o do sitio ativo com pepstatina A

A titulacéo do sitio ativo enzimatico foi realizada com o inibidor da pepstatina
A lIsovaleril-Val-Val-AHMHA-Ala-AHMHA, Sigma, um hexapeptideo semelhante

ao estado de transicdo dos substratos normais (Morishima H et al., 1970). Foram feitas
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incubacGes com o inibidor nas concentragdes de 1,5 x 107 mol/L a 7,4 x 10°® mol/L,
utilizando uma concentracgao constante de 2,347 UM da enzima, sobre o substrato Abz-
KPIEFFRLQ-Eddnp em tampao acetato de sédio 0,1 M, pH 4,5 (g.s.p. 2,0 de volume
final). A atividade enzimatica foi dada pela variacdo de fluorescéncia por unidade de
tempo determinada para cada uma das concentrac¢des do inibidor. Os resultados foram
plotados e calculados no Origin Pro Enzyme Kinetics (OriginLab Technical Support),

um programa especifico para cinética enzimatica.

RESULTADOS

6.1. Purificacdo

6.1.1.  Obtencdo do fluido pericardico

O fluido pericardico foi obtido a necropsia no Servico de Verificacio de Obito

do Hospital de Clinicas da UFTM, dialisado contra agua destilada e liofilizado.

6.1.2.  Dosagem de proteinas

A dosagem de proteina foi realizada pelo método de Lowry (Lowry et al.,1951).
A concentracdo de proteinas no fluido pericérdico foi estimada em 5566,98 pug/mL. Apos
aplicar a amostra do fluido pericardico a coluna de resina Cibacron Blue Agarose® (Bio-
Rad), a concentracdo de proteinas na amostra foi estimada 221,29 pg/mL. Néo foram
realizadas novas dosagens de proteina apds as cromatografias subsequentes, foram feitas

correlagdes de acordo com as novas leituras em absorbancia de 280 nm.
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6.1.3. Cromatografia em coluna de resina Cibacron Blue Agarose® (Bio-Rad)

A cromatografia em coluna de resina Cibacron Blue Agarose® (Bio-Rad) foi
utilizada para retirar a albumina da amostra. Nesta etapa, foram aplicadas aliquotas de
3,0 mL por fragdo e estimada a concentracdo de proteinas em 280 nm. A coluna foi
equilibrada em tampéo fosfato de sédio 0,1 M, pH 6,0 e a sua atividade enzimatica

testada antes e apos a centrifugacéo.
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6.1.4. Cromatografia em coluna de resina Q-Sepharose® (Pharmacia)

Nesta etapa da purificacdo, foi aplicado o efluente centrifugado da coluna de
Cibacron blue agarose® (Bio-Rad). A seguir foi feito um gradiente utilizando tampé&o
fosfato de sodio contendo concentracdes crescentes de NaCl. Aliquotas de 3,0 mL
foram coletadas e testadas para atividade enziméatica. A cromatografia realizada em
concentracdes crescentes de NaCl, mostra que a atividade enzimética foi eluida em
uma concentracdo de 0,5 M de NaCl. No grafico, o quadro delimitado pela linha
pontilhada indica quais foram as fracGes utilizadas na etapa de cromatografia

subsequente.

Cromatografia Q-Sepharose® (Pharmacia) 1,0M
60000 A

Gradiente de NaCl de 0-100%
- 50000

40000

30000

Atividade Enziméatica pM/Ls
Gradiente de NaCl

20000

10000

&

6l =
65
69 =
73
77
93
97

81
85
89
101
105
109
113
117

Fragdes

Absorbancia 280 nm
e Gradiente de NaCl
Atividade Enzimatica

Figura 2. Cromatografia de coluna Q-Sepharose® (Pharmacia) equilibrada em tampéo fosfato

de sddio 0,1 M, pH 6,0. Foi feito um gradiente utilizando tampé&o fosfato de sodio a 0,1M, pH

6,0 contendo concentracdes crescentes de NaCl (0,2 a 1,0M). Aliquotas de 3,0 mL foram

coletadas e testadas para atividade enzimatica sobre o substrato Abz-KPIEFFRLQ-Eddnp em

tampéo acetato de sodio 0,1M, pH 5,0.
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6.1.5. Cromatografia em coluna de resina Superose® 12 HR (Pharmacia)

A amostra contendo atividade enzimatica foi aplicada em aliquotas de 0,5 mL
a coluna de resina Superose® 12 HR (Pharmacia). Fracdes 3,0 mL foram coletadas e
testadas para atividade enzimatica. A massa molecular da enzima foi estimada através
da cromatografia em coluna de resina Superose® 12 HR (Pharmacia). As fragdes
contendo atividade enzimética foram reunidas e concentradas. O material concentrado
foi utilizado nas etapas de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS e
cinética enzimatica. No gréafico, o quadro delimitado pela linha pontilhada indica quais

foram as fracGes que apresentaram atividade enzimatica.

Cromatografia Superose® 12 HR (Pharmacia)
0,09 9000

0,08 8000

0,07 7000

6000
0,06

5000
0,05
4000

Absorbancia 280 nm

0,04
3000

Atividade Enzimatica uM/Ls

0,03 2000

0,02 1000

0,01 0

0 -1000
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

FracGes Absorbancia 280 nm

Atividade Enzimatica

Figura 3. Cromatografia de coluna Superose® 12 HR (Pharmacia) equilibrada em tampéo
fosfato de sodio 0,1 M, pH 6,0. Foi feito um gradiente utilizando tampéo fosfato de sddio a
0,1M, pH 6,0 contendo concentragdes crescentes de NaCl (0,2 a 1,0M). Fragdes 3,0 mL foram
coletadas e todas foram testadas para atividade enzimatica sobre o substrato Abz-KPIEFFRLQ-

Eddnp em tampéo acetato de sédio 0,1M, pH 5,0.
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6.1.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) (Laemmli UK,
1970)

A Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) mostra que a
proteina isolada aparece como uma Unica banda com massa molecular superior a

albumina bovina usada como padréo.

Figura 4. Eletroforese em gel poliacrilamida a 13% contendo SDS coradas pela prata
amoniacal. Em 1 — Padr&o de massa molecular 64 KDa (soroalbumina bovina), 2 e 3 — Amostra
sem B-mercaptoetanol (condigdes ndo redutoras).
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6.2. Caracteristicas fisico-quimicas

6.2.1. Estimativa da massa molecular aparente por cromatografia de filtracéo

em gel

Padrdes de massa molecular conhecida foram utilizados para estimativa da
massa molecular da aspartil peptidase do fluido pericardico humano. A massa
molecular da amostra foi estimada em 141 kDa.

kDa

160 150 kDa
140 \' 141 kDa
120
100
80
60
40

20
12,4 kDa

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
v

Aspartil peptidase 0,123 Kav

Figura 5. Estimativa da massa molecular da amostra contendo a aspartil peptidase do fluido
pericardico humano e padrbes de massa molecular conhecida (gama globulina bovina 150 kDa,
soroalbumina bovina 65 kDa, ovoalbumina 45 kDa, anidrase carbénica 29 kDa e citocromo ¢
12,4 kDa).

6.2.2.  Determinacéo do pH 6timo

O pH o6timo para a atividade da aspartil peptidase isolada neste estudo esta

entre pH 4 e 5.
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6.2.3. Titulacéo do sitio ativo com pepstatina A

100—.
90—-
80—-
70—-
60—-

50 -

Atividade relativa (%)

40 ~

30

Pepstatina A (uM)

Figura 6. Titulacdo com pepstatina A para inibicdo da aspartil peptidase do fluido pericardico
humano. Foram feitas incubacdes com o inibidor nas concentragdes de 1,5 x 107 mol/L a 7,4 x
108 mol/L, utilizando um volume constante da enzima e substrato em tamp3&o acetato de sodio
0,1 M e pH 4,5. A atividade enzimatica foi dada pela variacdo de fluorescéncia por unidade de
tempo. A inibicdo foi feita utilizando um Gnico substrato. Apo6s a titulagdo do sitio ativo com

pepstatina A, foi observado que a concentracdo da enzima ativa era de 2,347 pM.

6.3. Determinacdo dos parametros cinéticos Km, keat € keat/Km para a
hidrdlise dos substratos sintéticos relacionados a sequéncia do sitio

reativo da calistatina

Os parametros cinéticos Kwm, Keat € Keat/Km foram determinados para cada um

dos substratos e demonstrados na Tabela 2.
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Tabela 2. Pardmetros cinéticos Kwm, keat € Keat/Km para a hidrélise dos substratos sintéticos
relacionados a sequéncia do sitio reativo da calistatina pela aspartil peptidase isolada do fluido

pericardico humano.

Enzima Sequéncia do Abz- Kwm Keat Keat/Km
peptideo-Eddnp M) (sh (M x s)
AIKFFSRQ 3,571 1,17 0,33
Peptidase aspartica do AIAFFSRQ 0,981 5,45 5.56
fluido pericardico
AILFFSRQ 1,755 6,18 3,52
AISFFSRQ 1,053 4,34 4,12

A: Ala, alanina; F: Phe, fenilalanina; I: lle, isoleucina; K: Lys, lisina; L: Leu, leucina; Q: Gln, glutamina; R: Arg,

arginina; S: Ser, serina.

A enzima apresentou um perfil tipico de velocidade versus a concentracdo de substrato frente

as 4 (quatro) sequéncias de aminoacidos utilizadas.

~ 250000
-
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g 2 ¢
= =
E - @ 150000 ¢
=
(=]
= . >
E 0.00007 = 100000
=
. (4
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[S]' (ricromoiL) 1/[S] (L/MICROMOL)

Figura 7. Hidrdlise de Abz-AIKFFSRQ-Eddnp pela aspartil peptidase do fluido pericardico
humano em diferentes concentra¢des do substrato na presenca de tampéo acetato de sodio p.a
0,1 M, pH 4,5. Graficos de Michaelis-Menten e de Lineweaver-Burk. Concentragdo da enzima:
2,347 uM. Concentracgéo do substrato: 2,78 uM em 100 pL.
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Figura 8. Hidrolise de Abz-AIAFFSRQ-Eddnp pela aspartil peptidase do fluido pericardico
humano em diferentes concentra¢des do substrato na presenca de tampao acetato de sédio p.a
0,1 M, pH 4,5. Graficos de Michaelis-Menten e de Lineweaver-Burk. Concentracdo da enzima:
2,347 uM. Concentracdo do substrato: 2,63 uM em 100 pL.
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Figura 9. Hidrélise de Abz-AILFFSRQ-Eddnp pela aspartil peptidase do fluido pericardico
humano em diferentes concentracdes do substrato na presenca de tampdo acetato de sédio p.a
0,1 M, pH 4,5. Gréficos de Michaelis-Menten e de Lineweaver-Burk. Concentragdo da enzima:
2,347 uM. Concentracdo do substrato: 1,45 uM em 100 pL.
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Figura 10. Hidrolise de Abz-AISFFSRQ-Eddnp pela aspartil peptidase do fluido pericardico
humano em diferentes concentra¢des do substrato na presenca de tampao acetato de sédio p.a
0,1 M, pH 4,5. Graficos de Michaelis-Menten e de Lineweaver-Burk. Concentracdo da enzima:
2,347 uM. Concentracdo do substrato: 1,28 uM em 100 pL.

Os dados aqui apresentados foram utilizados para um estudo comparativo com dados
observados para outras aspartil peptidases humanas utilizando o0 mesmo conjunto de substratos

obtidos nas mesmas condic¢des de ensaio demonstrados na Tabela 3.

Tabela 3. Pardmetros cinéticos Kwm, keat € Keat/Km para a hidrolise dos substratos sintéticos
relacionados a sequéncia do sitio reativo da calistatina pela aspartil peptidase isolada do fluido

pericardico humano e de peptidases asparticas humanas isoladas de outras fontes.

Enzima Sequéncia do Abz- Kwm Kcat Keat/Km
peptideo-Eddnp M) (s (uMxs?

AIKFFSRQ 3,571 1,17 0,33

Peptidase aspartica do fluido pericardico AIAFFSRQ 0,981 5,45 5.56
AILFFSRQ 1,755 6,18 3,52
AISFFSRQ 1,053 4,34 4,12
AIKFFSRQ 0,600 4,36 7,27
AIAFFSRQ 0,487 5,05 10,37

Catepsina D (Pereira ICC, Gomes RAS,

Teodoro LGVL, 2009). AILFFSRQ 1,180 3,04 2,58

AISFFSRQ 1,070 8,32 7,77
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AIKFFSRQ 0,650 12,72 19,57
AIAFFSRQ 0,568 5,89 13,38
Gastricsina (Pereira ICC, Gomes RAS,
Teodoro LGVL, 2009). AILFFSRQ 0,700 1,62 5,37
AISFFSRQ

0,648 6,33 8,76

AIKFFSRQ 0,986 12,82 13,00
Pepsina (Pereira ICC, Gomes RAS, Teodoro AIAFFSRQ 0,698 5,89 8,44
LGVL, 2009).

AILFFSRQ 0,540 1,62 3,00

AISFFSRQ 1,220 6,33 5,19

AIKFFSRQ 0,717 4,77 6,65
Uropepsina (Pereira ICC, Gomes RAS, AIAFFSRQ 0,597 3,18 5,33
Teodoro LGVL, 2009).

AILFFSRQ 0,730 1,97 2,70

AISFFSRQ 0,575 2,58 4,49

AIKFFSRQ 1,20 4,88 4,07
Catepsina D (Pimenta DC et al., 2001)

AIAFFSRQ 0,27 16,25 60,18

AILFFSRQ 0,19 7,80 41,05

AISFFSRQ 0,32 8,78 27,43

A: Ala, alanina; F: Phe, fenilalanina; I: lle, isoleucina; K: Lys, lisina; L: Leu, leucina; Q: Gln, glutamina; R: Arg,
arginina; S: Ser, serina.

7. DISCUSSAO

Este trabalho mostra que o fluido pericardico humano contém atividade de aspartil
peptidase, inibida por pepstatina A, que foi isolada apds etapas de purificacdo por
cromatografias em resina de Cibacron Blue Agarose® para retirar a albumina (presente em
grande quantidade nesse fluido), troca idnica em resina Q-Sepharose® e filtracdo molecular em
coluna de resina Superose® 12 HR (Pharmacia). A enzima isolada apresentou uma massa
molecular aparente de 141 kDa. A atividade de aspartil peptidase foi observada apenas nessa
regido de massa molecular. Quando analisada por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) em condigfes ndo-redutoras foi observado uma banda proteica com massa molecular
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aparente bastante superior a 65 kDa (padrdo usado no procedimento) corroborando o dado
obtido pela filtracdo molecular. Foi pressuposto que nessa condi¢do cromatografica a proteina
se encontrava na forma nativa globular, visto que a atividade enzimatica estava presente na
amostra eluida.

O tratamento da enzima do fluido pericardico com B-mercaptoetanol fez com que a
banda proteica ndo pudesse mais ser visualizada na mesma regido de massa molecular,
sugerindo que a proteina nativa poderia estar na forma de dimero, ou ainda ligada a algum
carreador presente no fluido pericardico, 0 que necessita de mais experimentos para
averiguacdo dessa possibilidade.

A aspartil peptidase presente no fluido pericardico humano foi detectada e monitorada
por meio de um protocolo de purificacdo pela hidrolise do substrato Abz-KPIEFFRLQ-Eddnp,
sequéncia classica suscetivel a hidrolise por aspartil peptidases (Dunn BM et al, 1995).
Sabemos que a hidrolise ocorre entre as ligacdes Phe-Phe, em pH &cido (Pereira ICC, Gomes
RAS, Teodoro LGVL, 2009). Substratos baseados na sequéncia do sitio reativo da calistatina
usados em estudos de especificidade da catepsina D, foram hidrolisados na ligacdo Phe-Phe
também, apesar da presenca de Lys e Ser nas posic¢des P2 e P»- da sequéncia do sitio reativo da
calistatina desfavorecerem a acgéo enzimatica da catepsina D (Scarborough PE et al., 1993).
Pimenta DC et al., 2000 também observaram a hidrolise de substratos com apagamento
intramolecular de fluorescéncia contendo Lys e Ser nas posic¢Ges P2 e P> na sequéncia do sitio
reativo da calistatina.

A aspartil peptidase presente no fluido pericardico humano, isolada neste trabalho foi
avaliada quanto as propriedades cataliticas utilizando substratos com modifica¢des na posi¢édo
P2 em torno do sitio reativo da calistatina (Abz-AIKFFSRQ-Eddnp, Abz-AIAFFSRQ-Eddnp,
Abz-AlILFFSRQ-Eddnp, Abz-AILFFSRQ-Eddnp). Foi observado que a semelhanca de outras
aspartil peptidases a enzima do fluido pericéardico hidrolisou a ligacdo entre os residuos de
fenilalanina em todos os substratos utilizados (dados ndo mostrados). Esse comportamento
permitiu comparar as propriedades cataliticas desta aspartil peptidase quando apenas o residuo
na posicao P, é substituido.

Foi observado que a presenga do residuo Lys na posicéo P2 foi a modificagdo que mais
interferiu na capacidade catalitica da enzima Keat/Kwm, Se comparado aos residuos Leu, Ala e Ser
nesta posicdo. A presenca de um aminoacido carregado em P> (Tabela 2) reduziu tanto a
afinidade da enzima pelo substrato (Km) quanto a constante catalitica (kcar). Estes dados sdo
similares aqueles observados por Pimenta DC et al., 2001, que utilizando 0os mesmos substratos

usados neste estudo e catepsina D de figado humano, mostraram que Lys na posic¢ao P> foi a
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modificacdo mais critica para a hidrolise pela catepsina D, onde tanto a afinidade pelo substrato
(Kwm), quanto a constante catalitica (kcat) contribuiram para a menor eficiéncia catalitica (Tabela
3).

Entretanto, estudos de Pereira ICC, Gomes RAS, Teodoro LGVL, 2009 com este
mesmo grupo de substratos (Abz-AIKFFSRQ-Eddnp, Abz-AIAFFSRQ-Eddnp, Abz-
AILFFSRQ-Eddnp, Abz-AILFFSRQ-Eddnp), com pepsina, gastricsina, uropepsina e catepsina
D de baco humanas mostraram que a substituicdo pelo residuo Leu na posi¢do P, foi a
modificacdo que mais interferiu na capacidade hidrolitica, apesar deste grupo reunir enzimas
secretdrias e parenquimatosas. Contrariamente ao observado para a enzima do fluido
pericardico e por Pimenta DC et al, 2001, a catepsina D de baco usada por Pereira ICC, Gomes
RAS, Teodoro LGVL, 2009, mostrou que Lys, Ala ou Ser em P, ndo sdo modificacdes criticas
para a atividade catalitica. Vale ressaltar que foram utilizadas as mesmas condicGes para
hidrélise do trabalho realizado por Pereira ICC, Gomes RAS, Teodoro LGVL, 20009.

Neste contexto, se pode inferir que a isoforma pericardica de aspartil peptidase
apresenta maior semelhanca com a catepsina D hepatica usada por Pimenta DC et al., 2001 que
aisoforma isolada e caracterizada de bago por Pereira ICC, Gomes RAS, Teodoro LGVL, 20009.
Estes dados séo importantes por mostrar que as aspartil peptidases, nas suas isoformas, apesar
de tantas similaridades estruturais, apresentam comportamentos distintos em relacdo as suas
propriedades hidroliticas. Estudos estruturais, como modelagem molecular da enzima frente
aos substratos usados serdo de grande valia no que se refere as interac@es no sitio ativo dessa
isoforma.

Ainda ndo hé referéncias a presenca de calistatina ou de um possivel papel na inibicdo
da calicreina no fluido pericardico, mas dados anteriores para o fluido pericardico humano (Del
Ciello G et al., 2015) ja haviam mostrado a existéncia de uma atividade de serino peptidase
relacionada a hidrdlise de sequéncias sintéticas do cininogénio com caracteristicas similares as
calicreinas.

Dados obtidos por Wang Y et al., 2021, mostram que a KLK11 promove a hipertrofia
de cardiomidcitos por ativacdo de AKT-mTOR sinalizando para a promogéo da sintese proteica
e que a repressdo de mTOR bloqueia os papéis de KLK11 na regulacdo da hipertrofia do
cardiomiocito.

Concluindo, se pode inferir que como o fluido pericardico é um ultrafiltrado do plasma
a partir do miocardio, é pouco provavel que a isoforma de aspartil peptidase aqui isolada a partir
desse fluido tenha uma origem plasmatica, visto que o processo de difusdo é limitado a

moléculas com massa moleculares inferiores a 40 kDa.
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A hidrolise da calistatina pela aspartil peptidase do fluido pericardico humano sugere
um potencial papel pardcrino da enzima no equilibrio da relag&o calicreina-calistatina no espaco

pericardico.

8. CONCLUSOES

e Uma peptidase que atua em pH &cido presente no fluido pericardico humano foi
purificada através das etapas cromatogréficas de troca idnica e filtragdo molecular. A
enzima foi inibida por pepstatina A, confirmando ser uma aspartil peptidase.

e A massa molecular aparente da enzima foi estimada em 141 kDa, por cromatografia de

filtracdo em gel.

e A hidrdlise de substratos com modificacGes na posi¢do P2 em torno do sitio reativo da
calistatina mostrou que a presenca do residuo Lys em P> foi a modificacdo mais deletéria
para a atividade enzimética, tanto para a afinidade da enzima pelo substrato (Kwm) quanto

para a constante catalitica (Kcat).

e Aisoforma pericardica de aspartil peptidase apresenta maior semelhanca catalitica com

a catepsina D hepatica quando comparada a enzima isolada de baco.

e A hidrolise de sequéncias do sitio reativo da calistatina pela aspartil peptidase do fluido
pericardico humano sugere que a enzima pode interferir em processos fisioldgicos onde

a calistatina esteja envolvida.
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ANEXO A

FACULDADE DE MEDICINA DO TRIANGULO MINEIRO (FMTM)
COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP)
PARECER CONSUBSTANCIADQ SOBRE PROJETO DE PESQUISA COM ENVOLVIMENTO DE SERES HUMANOS

) 5 I - IDENTIFICACAO )
TITUL(? DO PROJETO -PURIFICACAO E CARACTERIZACAQO DE ASPARTIL-PROTEASE(S) NO LIQUIDO
PERICARDICO HUMANO.

PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL - Roseli Aparecida da Sitva Gomes

INSTITUICAO ONDE SE REALIZARA A PESQUISA — Faculdade de Medicina do Tridngulo Mineiro
DATA DE ENTRADA NO CEP/FMTM - 20/08/99

PROTOCOLO CEP/FMTM - 0022

I1 - SUMARIO DO PROJETO
OBJETIVOS
Purificar e caracterizar a(s) aspartil-protease(s) presente(s) no liguido pericdrdico humano ¢ a verificagdo da
propriedade cininoliberadora.
JUSTIFICATIVA
Glenn e Lefer (1970) descreveram que as enzimas lisossomais exercem wm papel indesejavel no choque irreversivel' e
segundo Ricciutti (1972) a rotura de lisossomos cardiacos no miocdrdio isquémico poderia promover dano cardiaco
apés o infarto do miocardio. Spath e colaboradores (1974) mostraram que na isquemia miocdrdica experimental a
quantidade de enzimas lisossomais no miocirdio diminuni, enquanto a atividade enzimadtica “lvre” aumenta. o que
sugere uma importanic rotura lisossomal na porcio isquémica do miocardio.
A atividade aumentada de catepsina D na linfa cardiaca, no liquido pericérdico ¢ plasma foi observada em cécs com
isquemia do miocardio {(Araki ¢ Takenaka, 1975).
Os niveis de cininas do sangue dos seios corondrio e adrtico do ciio aumentam apds a oclusdo da artéria coronaria
(Kimura e cols, 1973; Hashimoio e cols, 1977; Matsuki ¢ cols. 1987). Niveis elevados de cininas plasmaticas tém sido
relatados em pacientes com isquemia miocardica (Hashimoto e cols, 1978).
Nolly e cols (1981) relataram a presenga de uma protease dcida em tecido cardiaco que liberava uma substancia
vasodilatadora a partir do plasma. Posteriormente, Nolly e cols (1983) detectaram uma enzima similar nas artérias

mesentéricas de rato a qual liberava uma substancia vasodilatadora tipo cinina e que era inibida pela pepstatina AL

Zeitlin e cols (1989) descreveram a presenga de uma atividade protedsica acida na artéria corondria de cdo, a qual libera
um peptideo vasodilatador capaz de contrair a musculatura lisa de utero. Moshi e cols (1992) usando extratos de tecido
ventricular e aorta de cio detectaram a presenga de substancia que contraia a musculatura uterina liberada em pH 5.2 a
5.4 mas ndo. em pH alcalino. A presenca de asparlil - proteases no misculo cardfaco € no Hquido pericirdico ja foi
demonstrada, entretanto a caracterizagfo fisico~quimica ¢ a atividade cininoliberadora dessa(s) enzima(s) ainda ndo foi
realizada. De posse desses dados os pesquisadores propoem a purificagio e caracterizag3o da(s) aspartil-protease(s)
presente(s) no liquido pericardico humano ¢ a verificagéo da propriedade cininoliberadora.
DESCRICAQ E CARACTERIZACAQ DA AMOSTRA - A(s) enzima(s) ser4(3o) purificada(s) a partir de 500 ml de
liquido pericardico humano obtido a necropsia, de cadéveres sem alterages cardiovasculares, no servigo de verificagio’
de obito do Hospital Escola da FMTM.
CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO - Sera considerado como critério de exclusio cadiveres com alteragdes
cardiovasculares.
ADEQUACAO DA METODOLOGIA -
A purificagio serd feita utilizando cromatografia de filtragdo em gel em Resina Sephadex G 150 (Biorad) e
cromatografia de troca ibnica em coluna Mono Q 5/5 HR em sistema FPLC. Todas as etapas serio seguidas de
eletroforese em gel de peliacrilamida-SDS . A atividade proteolitica serd determinada utilizando substrato sintético
fluorogénico contendo sequéncia especifica para aspartil  protease — Abz-KPIEFFRL-Eddnp, em
> espectrofluordmetro Hitachi F 2000. A caracterizagfo fisico-quimica constard da determinagfo da massa molecular
kda(s) enzima(s) purificada(s) através de eletroforese em gel de poliarcrilamida - SDS, filtracio em gel e das constantes

cinéticas utilizando substratos sintéticos contendo sequéncias do cininogénio humano. A atividade cininoliberadora

serd feita utilizando plasma humano, obtido de doadores voluntdrios do Hemocentre - HE-FMTM, inativado a 56 °C
\ (segundo Henriques € Allan, 1972 ) e ensaio bioldgico em itero de rata montado em banho de Dale. Os pontos de
fkclivagem nos substratos sintéticos serfo determinados utilizando sequéncias N e C-terminais em tomo da metionil-lisil-
3 bradicinina, fornecidos pelo Departamento de Biofisica da UNIFESP/EPM. A incubagdo sera seguida de purificagio
s fragmentos liberados através de HPLC de fase reversa em coluna de octadecilsilano.Os peptideos purificados serdo
Wsubmetidos a hidrdtise 4dcida seguida de anlise de aminodcidos em sistema HPLC, utilizando derivatizagio com O-
~, ftalaldeido segundo Burbach e cols (1982) A identificacio da(s) cinina(s) liberada(s) serd(do) realizada(s) pela
“\incubagfio da(s) enzima(s) purificada(s) com cininogénios de alto ¢ baixo peso molecular segnido de purificagio ¢
\sequenciamento. Os dados obtidos neste trabalho serdo submetidos apenas 3 uma andlise estatistica descritiva.
N
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Caracterizacdo de uma aspartil peptidase do fluido pericardico humano utilizando
peptideos fluorescentes em torno da sequéncia do sitio reativo da calistatina
Characterization of a human pericardial fluid aspartic peptidase using fluorescent peptides

around the sequence of the reactive site of the calistatin

Kaiky Neves De Aquino Alves, Rhéltheer de Paula Martins e Roseli Aparecida Da Silva Gomes

Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Fisioldgicas area | — Bioquimica, Fisiologia e

Farmacologia da Universidade Federal do Triangulo Mineiro — UFTM.

Resumo:

Fundamento: As aspartil peptidases sdo enzimas que apresentam preferéncias bem distintas
no que se refere as interacOes entre os residuos dos aminoécidos do sitio catalitico. Essas
diferencas sdo importantes do ponto de vista biologico, porque em cada tecido/célula ha
condicdes e necessidades metabdlicas proprias, de acordo com 0s componentes
quimicos/bioquimicos disponiveis no meio, tais como substratos, cofatores, inibidores e

produtos.

Objetivo: Caracterizar a atividade hidrolitica de uma aspartil peptidase isolada do fluido

pericadico humano.

Método: Uma aspartil peptidase do fluido pericardico humano foi purificada através de etapas
cromatograficas e os parametros cinéticos foram determinados de acordo com cada substrato

sintético modificado no sitio reativo da calistatina.

Resultados: A enzima isolada apresentou uma massa molecular aparente de 141 kDa e a
atividade de aspartil peptidase foi observada apenas nessa regido de massa molecular. Os dados
obtidos da cinética enzimética nos mostraram que a mudanga na posi¢cdo do aminoéacido P1’

influenciou significativamente na sua atividade.

Conclusodes: Os residuos de aminoacidos de substratos sintéticos modificados no sitio reativo
da calistatina influenciaram de forma significativa na atividade da aspartil peptidase do fluido

pericardico. A isoforma pericardica de aspartil peptidase apresenta maior semelhanca catalitica
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com a catepsina D hepética quando comparada a enzima isolada de bago. A hidrélise de
sequéncias do sitio reativo da calistatina pela aspartil peptidase do fluido pericardico humano
sugere que a enzima pode interferir em processos fisiologicos nos quais a calistatina esteja

envolvida.

Palavra-chave: Aspartil Peptidase; Fluido Pericardico; Calistatina; Cinética Enzimatica.

Abstract:

Background: Aspartyl peptidases are enzymes that have very different preferences, with
regard to the interactions between the amino acid residues of the catalytic site. These differences
are important from a biological point of view, because each tissue/cell has its own metabolic
conditions and needs, according to the chemical/biochemical components available in the
medium, such as substrates, cofactors, inhibitors and products.

Objective: To characterize the hydrolytic activity of an aspartyl peptidase isolated from human

pericardial fluid.

Method: An aspartyl peptidase from human pericardial fluid was purified through
chromatographic steps and the kinetic parameters were determined according to each synthetic

substrate modified at the reactive site of callistatin.

Results: The isolated enzyme had an apparent molecular mass of 141 kDa. Aspartyl peptidase
activity was observed only in this molecular mass region. The data obtained from enzymatic
kinetics showed us that the change in the position of the P1' amino acid significantly influenced

its activity.

Conclusions: The amino acid residues of synthetic substrates modified in the reactive site of
calistatin significantly influenced the activity of aspartyl peptidase in the pericardial fluid. The
pericardial isoform of aspartyl peptidase shows greater catalytic similarity with hepatic
cathepsin D when compared to the enzyme isolated from the spleen. The calistatin reactive site
sequences’ hydrolysis by aspartyl peptidase from human pericardial fluid suggests that the

enzyme can interfere with physiological processes in which calistatin is involved.
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Keywords: Aspartyl Peptidase; Pericardial Fluid; Calistatin; Enzymatic Kinetics.
Introducéo

As aspartil peptidases sdo largamente distribuidas na natureza e suas funcfes vado desde a
digestdo inespecifica de proteinas até processos especializados de hidrolise de substratos
proteicos. Na familia das peptidases asparticas Al, estdo incluidas a maioria das endopeptidases
asparticas encontradas no organismo humano que sdo mecanica e estruturalmente
relacionadas.’ Quase todas as enzimas desta familia atuam em pH &cido? e sdo inibidas por
pepstatina A, um inibidor especifico e competitivo, que se liga fortemente aos residuos de
aminoacidos que compde o sitio ativo.® A ligacio das aspartil peptidases aos substratos ocorre
em uma fenda capaz de interagir com até sete residuos de aminoacidos da enzima (Ss4 a S3”) de
acordo com a designacdo de Schechter e Berger.* Ainda como caracteristica, os substratos
devem possuir cadeias mais estendidas e cadeias laterais de aminoacidos hidrofébicos®
interagindo nos subsitios S1 e S1” da enzima, modelo frequentemente utilizado na proposta de

sintese de substratos especificos para aspartil peptidases.®

P4 P3 P2 Pl T FI' P PP

g X I X UK N

83

Figura 2. Designacdo de Schechter e Berger. Sitios de ligacdo do substrato no sitio ativo da
enzima (Ss a S3”); residuos de aminoacidos do substrato (Psa P3"). A seta indica o ponto de

clivagem.*

As peptidases asparticas humanas, por muito tempo, tém sido alvo de pesquisas médicas e
farmacéuticas pela sua ocorréncia em muitos tecidos, fluidos bioldgicos e seu envolvimento em
vérias doencas, como hipertensdo’, maturacio do virus da imunodeficiéncia humana®, formagdo

de Glceras gastricas®, neoplasias!®'? e liberacdo de peptideos biologicamente ativos.*%°> A
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presenca de cininogenases acidas foram descritas no tecido vascular com atividade de catepsina
D na aorta e no ventriculo esquerdo em cdes (Moshi MJ et al., 1992). Uma aspartil peptidase
também foi caracterizada com uma atividade cininogenasica.'® A pepsina, uma outra importante
aspartil peptidase, foi associada a liberacao de cinina (Met-Lys-Bradykinin-Ser) pela clivagem
do cininogenio.!* As cininas sdo peptideos de baixo peso molecular que participam dos
processos inflamatdrios devido a sua capacidade de ativar células endoteliais e, como
consequéncia, provocar vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, producédo de 6xido
nitrico e mobilizacdo do &cido araquiddnico. As cininas também estimulam terminac6es
nervosas sensoriais e 0s parametros inflamatorios como rubor, calor, edema e dor, podem
resultar do processo de formagdo de cininas.!® O fluido pericardico contido na cavidade
pericardica é um fluido seroso, complexo e dinamico, secretado pelas células mesoteliais que
estdo em contato com o coragéo e cuja composicao reflete seu status fisioldgico. Varias enzimas
ja tiveram suas atividades detectadas e caracterizadas no liquido pericérdico. A catepsina D €
liberada para o espaco intersticial durante a isquemia do miocardio.!” Uma enzima conversora
de angiotensina foi isolada e caracterizada do fluido pericardico humano, bem como, foi
observada que a atividade enzimatica era maior no fluido pericardico humano do que no plasma
de pacientes submetidos a cirurgia cardiaca, sugerindo uma origem local para a enzima.!8
Experimentos utilizando pericardio bovino demonstraram que uma enzima conversora de
angiotensina é produzida pelas células mesoteliais do pericardio parietal.1%2° A atividade de
aspartil peptidase no fluido pericardico humano foi evidenciada em estudo anterior, suscetivel
a inibicdo pela pepstatina A e com atividade cininogenasica.?* Esses dados mostram que 0
pericardio ndo é apenas uma membrana para conter um fluido lubrificante e que a composicao
do fluido pericardico além de ser indicador de processos que acontecem no miocérdio através
da transudacdo de moléculas, ainda apresenta sintese local de fatores com a¢do paracrina para
o proprio miocardidcito. A calistatina, € uma proteina de ligacdo a calicreina tecidual?® e foi
identificada como um membro da superfamilia das serpinas (serine protease inhibitors) que
exercem importantes papéis na manutencao de varios sistemas fisiologicamente importantes. A
composigdo do sitio reativo da calistatina humana é Unico entre todas as serpinas e ideal para a
ligagdo com a calicreina tecidual. SubstituicGes de aminoécidos nas posi¢des P2 e P1 através
de mutagénese sitio-dirigida mostraram que a Phe (P1) é essencial, pois cria um ambiente
hidrofébico para a interagdo da calicreina com a calistatina.?® As aspartil proteases acomodam
nos subsitios S1 e S1” substratos com cadeias mais estendidas e cadeias laterais de aminoacidos
hidrofébicos®, modelo frequentemente utilizado na proposta de sintese de substratos especificos

para essa classe de enzimas.® A sequéncia Lys-Pro-Ala-Lys-Phe-*Nph-Arg-Leu (P5 P4 P3 P2
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P1 *P1" P2" P3"), onde * sinaliza o ponto de hidrélise, se mostrou bastante adequada como
substrato para a atividade da pepsina porcina.?* Ensaios utilizando essa sequéncia como base,
mostraram que variacOes de residuos nas posi¢coes P2 e P3 afetaram a catalise pela catepsina D,
ndo acomodando um residuo positivamente carregado na posicio P2.% Ensaios utilizando
catepsina D isolada de baco, gastricsina, pepsina e uropepsina humanas, para a hidrélise dos
peptideos Abz-AIKFFSRQ-Eddnp, Abz-AIAFFSRQ-Eddnp, Abz-AILFFSRQ-Eddnp e Abz-
AISFFSRQ-Eddnp, da série usada em outro esstudo®®, mostraram clivagem na ligacdo Phe-Phe,
e que o residuo Leu na posicao P2 foi a substituicdo que mais afetou a atividade catalitica para
as quatro enzimas testadas. Para a gastricsina, pepsina e uropepsina a melhor atividade catalitica
observada foi aquela com Lys em P2. A catepsina D de baco apresentou melhor atividade
catalitica com Ala em P2.28 Esses dados sugerem que a cadeia lateral ramificada interfere na
interacdo na posicdo P2 mais significativamente do que o volume da cadeia lateral,
considerando o grupamento g-amino do residuo Lys em P2.28 Uma aspartil peptidase suscetivel
a inibicdo pela pepstatina A, foi purificada a partir do fluido pericardico humano. Esta enzima
apresentava atividade cininogenasica em meio acido.?! Entretanto, a caracterizagio das
propriedades cataliticas de aspartil peptidase do fluido pericardico frente as mudancas de
residuos de aminoacidos que flanqueiam o ponto de clivagem ainda nao foi realizada e podera
trazer informacdes importantes sobre o comportamento dessa enzima quanto as interacdes em

seu sitio ativo.

MATERIAIS E METODOS

Obtencao do fluido pericardico

O fluido pericardico humano foi obtido junto a necropsia de cadaveres sem alteracdes
cardiovasculares no Servico de Verificacio de Obito do Hospital de Clinicas da UFTM,
dialisado contra agua destilada e liofilizado. Projeto aprovado pelo CEP-FMTM (Protocolo
CEP/FMTM - 0022, aprovado em 24/03/2000). As etapas de purificacdo incluiram:

Dosagem de proteinas®

Preparar solucéo de trabalho, misturando os reagentes abaixo nas seguintes proporcdes:
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Para determinacdo da concentragdo de produtos, foi misturado 0,1 mL da amostra ou padrdes

com 1,0 mL da solugdo de trabalho, ap6s a homogeneizacéo e repouso por 10 minutos em

temperatura ambiente, foi adicionado a mistura 0,4 mL do reativo de Folin-Ciocalteau diluido

na proporcdo de 1:1 com agua destilada preparada no momento do uso. A mistura foi agitada

cuidadosamente e deixada em repouso por 15 minutos em temperatura ambiente. Foram

realizadas leituras de absorbancia a 650 nm e as concentracdes determinadas utilizando uma

curva padréo de soroalbumina bovina obtida nas mesmas condi¢des do ensaio.

Curva padrao para soroalbumina bovina:

Tabela 4. Parametros para construcao da curva a partir da solugdo de soroalbumina bovina 0,1

mg/mL em solucéo salina (NaCl 0,9%):

Tubos Concentracéo (ug) Padréo (uL) NaCl 0,9% (uL)
1 5 50 950

2 10 100 900

3 20 200 800

4 40 400 600

5 50 500 500

6 70 700 300

7 80 800 200

8 100 1.000 0

Cromatografia em coluna de resina Cibacron Blue Agarose® (Bio-Rad)

A coluna com dimens@es de 12 cm de altura x 3,0 cm de diametro foi equilibrada e eluida com

tampéo fosfato de sodio 0,1 M, pH 6,0. O fluido pericardico humano liofilizado (3,2 g) foi

reconstituido em 50 mL de tampéo fosfato de sodio 0,1 M, pH 6,0. Aliquotas de 3,0 mL
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(contendo 54 mg de albumina) foram aplicadas a coluna em resina Cibacron blue agarose®
(Bio-Rad). Apos a aplicagdo na coluna, a atividade enzimética foi testada antes e apds a
centrifugacdo sobre o substrato Abz-KPIEFFRLQ-Eddnp em tampéo acetato de sodio 0,1M,
pH 5,0. Os pools contendo um volume total de 650 mL, foram centrifugados a 10.000 RPM por
10 minutos. Apos a centrifugacéo, se obteve um volume aproximado de 600 mL. Neste volume,
foram realizados testes de atividade enzimética sendo que, para cada teste foi utilizado 100 pL
destes volumes como amostra. A cada etapa de purificacdo procedeu-se a analise do grau de
pureza e avaliacdo da massa molecular aparente através de eletroforese em gel de poliacrilamida
a 13% contendo dodecil sulfato de sddio (SDS) em condi¢fes redutoras e nao-redutoras. O
substrato Abz-KPIEFFRLQ-Eddnp, sequéncia classica e suscetivel a hidrolise por aspartil

proteases (Pohl J e Dunn BM, 1988), foi utilizado nas etapas subsequentes de purificacao.

Cromatografia em coluna de resina Q-Sepharose® (Pharmacia)

A coluna contendo resina Q-Sepharose® (Pharmacia) equilibrada em tamp&o fosfato de sodio
0,1 M, pH 6,0, foi aplicado o efluente centrifugado da coluna de Cibacron blue agarose® (Bio-
Rad). FragBes de 8,0 ml foram coletadas, a absorbancia em 280 nm foi determinada até que as
leituras atingissem valor igual aquela do tampéao de equilibrio da coluna. A seguir foi feito um
gradiente utilizando tampéo fosfato de sddio 0,1 M, pH 6,0 e contendo concentracdes crescentes
de NaCl (0,2 a 1,0 M). FracGes de 3,0 mL de volume foram coletadas. Todas as fragcdes foram
testadas para atividade enzimética sobre o substrato Abz-KPIEFFRLQ-Eddnp, em tampéo
acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0. As fracdes contendo atividade enzimatica foram reunidas,
concentradas em tubos de centrifugacédo (Vivaspin®Turbo 15 RC), centrifugadas a 5.000 rpm,
4°C (3.900 g), por 30 minutos.

Cromatografia em coluna de resina Superose® 12 HR (Pharmacia)

A amostra contendo atividade enzimatica foi aplicada em aliquotas de 0,5 mL em coluna de
resina Superose® 12 HR (Pharmacia) com dimens@es de 30 cm de altura x 1,5 cm de didmetro.
Foi utilizado um fluxo de 0,4 mL por minuto. A coluna foi equilibrada em tampéo fosfato de
sodio 0,1 M, pH 6,0, contendo NaCl 1,0 M para estimar a massa molecular. Fragdes de 2,0 mL
foram coletadas e a absorbancia determinada em 280 nm. Todas as fragdes foram testadas para
atividade enzimatica sobre o substrato Abz-KPIEFFRLQ-Eddnp, em tampao acetato de sddio

0,1 M, pH 5,0. Padrbes de massa molecular gama globulina bovina (150 kDa), soroalbumina
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bovina (65 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbonica (29 kDa) e citocromo C (12,4 kDa)
foram utilizados para construcdo da curva para estimativa da massa molecular. As fragoes
contendo atividade enzimatica foram reunidas e concentradas em tubos de centrifugacao
(Vivaspin® Turbo 15 RC), centrifugadas a 5.000 rpm, 4°C (3.900 g), por 30 minutos. O material
concentrado foi utilizado para as etapas de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS

e cinética enzimatica.

Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)®

As etapas de purificagdo foram acompanhadas de eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS
13% das fragcdes contendo atividade de aspartil peptidase. As amostras foram diluidas em
tampdo de amostra, colocadas em banho maria em ebulicdo por 5 minutos, centrifugadas (5.000
rpm) por 2 minutos e aplicadas as canaletas. Como padrdo de massa molecular foi usada a
soroalbumina bovina (65 kDa) submetida as mesmas condi¢des da amostra e colocada em uma
canaleta separada. A corrida eletroforética foi feita em voltagem constante 120V utilizando
fonte Bio-Rad (modelo 1000/500). Os géis foram corados pela prata amoniacal (Tunén P,
Johanson KE, 1984). A amostra foi aplicada em condic¢des redutoras com B-mercaptoetanol e
ndo redutoras. A cada etapa de purificagdo procedeu-se a analise do grau de pureza e avaliacdo
da massa molecular aparente através de eletroforese em gel de poliacrilamida a 13% contendo
dodecil sulfato de sddio (SDS).

Estimacédo da massa molecular aparente por cromatografia de filtracdo em gel em coluna
de resina Superose® 12 HR (Pharmacia)

Para estimar a massa molecular aparente procedeu-se a cromatografia em coluna de resina
Superose® 12 HR (Pharmacia) juntamente com padrdes de massas moleculares conhecidas.
Apbs a cromatografia, foi feito o célculo do coeficiente de particdo (Kav) dos padrdes e da

amostra aplicando-se a formula:

Kav = Ve - Vo
Vt-Vo
onde:
Ve = volume de eluicdo da amostra; Vo = volume vazio da coluna dado pelo volume de eluigédo

do azul dextran; Vt = volume total da coluna.
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Os valores encontrados foram registrados, sendo os valores do Kav colocados no eixo das
abscissas e os valores de massa molecular dos padrdes no eixo das ordenadas (escala
logaritmica). A massa molecular aparente da proteina purificada foi estimada pela interpolacéo

gréafica do valor Kav obtido.

Determinagéo das constantes cataliticas

Substratos Sintéticos

Os substratos utilizados foram Abz-Ala-lle-Lys-Phe-Phe-Ser-Ar-GIn-Eddnp  (Abz-
AIKFFSRQ-Eddnp),  Abz-Ala-lle-Ala-Phe-Phe-Ser-Arg-GIn-Eddnp  (Abz-AIAFFSRQ-
Eddnp), Abz-Ala-lle-Leu-Phe-Phe-Ser-Arg-GIn-Eddnp (Abz-AILFFSRQ) e Abz-Ala-lle-Ser-
Phe-Phe-Ser-Arg-GIn-Eddnp (Abz-AISFFSRQ-Eddnp), sendo o radical Abz o &cido orto-
amino benzoico e o radical Eddnp o N-[2,4-dinitrofenol]-etilenodiamino. Os substratos foram
sintetizados e gentilmente fornecidos pelo Departamento de Biofisica da Escola Paulista de
Medicina (UNIFESP) pelos professores Luiz Juliano e Maria Aparecida Juliano. Foi preparada
uma solucéo estoque (1,0 mg/mL) solubilizando os substratos em 20 pL de dimetilformamida

(Nuclear) e completando-se o volume com agua Milli-Q (Millipore Simplicity).

Determinacéo do pH o6timo

A determinac&o do pH 6timo foi feita incubando-se a enzima purificada com os substratos em
tampdes com valores de pH que variaram de 4,0 a 8,0 com intervalos de 1,0 unidade de pH (4,0
e 5,0), acetato de sodio 0,2 M, Chemco; pH 6,0, fosfato monobaésico de sédio 0,2 M, Synth; pH
7,0 e 8,0, tris-(hidréximetil)-aminometano 0,2 M, Nuclear). As incubacgdes foram feitas em
cubeta termostatizada e sob agitacdo continua, na propor¢édo de 1,89 mL de tampéo, 100 pL de
cada substrato na concentragdo de 1 mg/mL e 10 pL da enzima. As leituras de fluorescéncia
foram feitas em espectofluorémetro RF-5301PC (Shimadzu), durante 50 minutos, com registro
a cada 10 minutos, empregando comprimento de onda de excitagdo de 320 nm e de emissdo de
420 nm. A variacdo de fluorescéncia por minuto (Af/minuto) foi convertida em pM por litro

por minuto (UM x L't x min™).
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Determinacéo dos pontos de clivagem

A determinacéo dos pontos de clivagem ja foi realizada em um estudo anterior.?® As enzimas
purificadas foram incubadas com os substratos sintéticos e os fragmentos liberados foram
analisados em HPLC de fase reversa, em coluna octadecilsilano (C18) Lichrospher-Hibar 100
RP-18 (Merck) medindo 5,0 x 125 mm com particulas de 4,0 um de didmetro, conectada a um
sistema de duas bombas injetoras modelo LC9A (Shimadzu). Aliquotas de 100 pL da mistura
de incubagdo foram submetidas a um gradiente de acetonitrila (Merck) contendo acido
trifluoracético (Carlo Erba) em uma concentracdo final de 0,1%. Como solvente A foi utilizada
acetonitrila a 20% em agua deionizada e como solvente B, acetonitrila a 100%, sendo que o
fluxo foi de 1,0 mL por minuto. A deteccdo dos produtos de hidrélise foi feita em 214 nm por
um detector de luz UV/visivel modelo SPD 6AV (Shimadzu), acoplado em série com um
detector de fluorescéncia modelo RF535 (Shimadzu), utilizando comprimento de onda de
excitacdo de 320 nm e de emissdo 420 nm. O registro foi feito através de um registrador modelo
CR4A Chromatopac (Shimadzu). Também foram feitas incubagdes dos substratos com as
enzimas purificadas e com seu inibidor especifico a Pepstatina A.

Andlise de aminoacidos pelo método da pré-derivatizacio®

Foi realizada a andlise dos aminoacidos dos fragmentos liberados da incubacdo das enzimas
com os substratos fluorogénicos. Os fragmentos fluorescente e ndo fluorescente resultantes
foram recolhidos em frascos separados, liofilizados, reconstituidos com agua deionizada e
colocados em ampolas. A cada ampola acrescentou-se 0,05 ml de acido cloridrico/acido
propidnico (Sigma) (50:50) 4,0 N, as ampolas foram lacradas e colocadas em estufa a 110°C
durante 24 horas para hidrélise. Em seguida as ampolas foram abertas e secas a vacuo. Depois
de secas, adicionou-se 0,2 ml de tampéo borato de sddio (Merck) 0,1 M pH 9,1. Os 4 reagentes
utilizados na pré-derivatizagdo dos aminoécidos foram: tampéo borato (Merck) 0,1 M pH 9,1
com 10 pL de B-mercaptoetanol (Merck) (reagente 1) e tampéo borato de sodio (Merck) 0,1 M
pH 9,1 ao qual foram adicionados 5,0 mg de o-phtalaldeido (Merck) previamente dissolvidos
em 1,5 ml de etanol (Merck) (reagente 2). A coluna utilizada foi octadecilsilano (C18)
Lichrocart-hibar 15542 medindo 4,0 x 125 mm com particulas de 4,0 um de diametro (Merck)
em sistema HPLC (Shimadzu). Foi feito gradiente utilizando como solvente A, citrato de sodio
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0,1 M (Mallinckrodt), &cido borico 0,1 M, pH 6,5, contendo metanol LiChrosolv® 20% e como
tampdo B, metanol 100%. Como padréo foi utilizado padrdo de aminoécidos Sigma.

Determinacéo das constantes cataliticas Km, Kcat € Keat/ Km

Os parametros K, Keat € Keat/ Km foram determinados para cada um dos substratos, utilizando
tampdo acetato de sodio 0,2 M, pH 45 em cubeta termostatizada a 37° C, em
espectrofluorimetro RF-5301PC (Shimadzu). A (Aex 320 nm; Aem 420 nm). A variacdo de
fluorescéncia por minuto (Af/minuto) foi convertida em puM por litro por minuto (UM x L™ x
mint). A constante de Michaelis (Km) e a velocidade maxima (Vmax) foram deduzidas das
velocidades de catalise medidas com diferentes concentracdes de cada substrato. As
velocidades da reacdo sobre concentracdes crescentes de cada um destes substratos foram
medidas através da formacdo do produto da acdo enzimatica, verificada por fluorimetria. Em
seguida, foi feito um grafico no qual os valores das concentragdes crescentes de substrato [S]
foram plotados no eixo X e os valores das velocidades de reacdo (UM de produto formado)
foram plotados no eixo Y (grafico de Michaelis-Menten). Foi feito também um grafico de 1/[S]
no eixo X e 1/V no eixo Y ou grafico duplo reciproco de Lineawever-Burk, para facilitar a
visualizacdo dos parametros e determinacdo da Km e de Vmax por interpolacdo grafica. As
concentracdes dos substratos foram determinadas usando o coeficiente de extingdo molar do

etilenodiaminodinitrofenol Eddnp (€3ss= 17.300 M~ cm™) e expressas em micromolar (LM).

Titulacéo do sitio ativo com pepstatina A

A titulacdo do sitio ativo enzimatico foi realizada com o inibidor da pepstatina A Isovaleril-
Val-Val-AHMHA-Ala-AHMHA, Sigma, um hexapeptideo semelhante ao estado de transicao
dos substratos normais (Morishima H et al., 1970). Foram feitas incubagdes com o inibidor nas
concentragdes de 1,5 x 107 mol/L a 7,4 x 10 mol/L, utilizando uma concentragio constante
de 2,347 uM da enzima, sobre o substrato Abz-KPIEFFRLQ-Eddnp em tampdo acetato de
sodio 0,1 M, pH 4,5 (g.s.p. 2,0 de volume final). A atividade enzimatica foi dada pela variagédo
de fluorescéncia por unidade de tempo determinada para cada uma das concentragdes do
inibidor. Os resultados foram plotados e calculados no Origin Pro Enzyme Kinetics (OriginLab

Technical Support), um programa especifico para cinética enzimatica.
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RESULTADOS

Dosagem de proteinas

A dosagem de proteina foi realizada pelo método de Lowry (Lowry et al.,1951). A concentracédo
de proteinas no fluido pericardico foi estimada em 5566,98 pg/mL. Apds aplicar a amostra do
fluido pericérdico a coluna de resina Cibacron Blue Agarose® (Bio-Rad), a concentracdo de
proteinas na amostra foi estimada 221,29 pug/mL. N&o foram realizadas novas dosagens de
proteina apos as cromatografias subsequentes, foram feitas correlacdes de acordo com as novas

leituras em absorbancia de 280 nm.

Cromatografia em coluna de resina Cibacron Blue Agarose® (Bio-Rad)

A cromatografia em coluna de resina Cibacron Blue Agarose® (Bio-Rad) foi utilizada para
retirar a albumina da amostra. Nesta etapa, foram aplicadas aliquotas de 3,0 mL por fracéo e
estimada a concentracdo de proteinas em 280 nm. A coluna foi equilibrada em tampéo fosfato

de sodio 0,1 M, pH 6,0 e a sua atividade enzimatica testada antes e ap0s a centrifugacao.

Cromatografia em coluna de resina Q-Sepharose® (Pharmacia)

Nesta etapa da purificacdo, foi aplicado o efluente centrifugado da coluna de Cibacron blue
agarose® (Bio-Rad). A seguir foi feito um gradiente utilizando tampdo fosfato de sédio
contendo concentracfes crescentes de NaCl. Aliquotas de 3,0 mL foram coletadas e testadas
para atividade enzimética. A cromatografia realizada em concentra¢des crescentes de NaCl,
mostra que a atividade enzimatica foi eluida em uma concentracdo de 0,5 M de NaCl. No
gréfico, o quadro delimitado pela linha pontilhada indica quais foram as fracdes utilizadas na

etapa de cromatografia subsequente.
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Figura 2. Cromatografia de coluna Q-Sepharose® (Pharmacia) equilibrada em tampéo fosfato
de sddio 0,1 M, pH 6,0. Foi feito um gradiente utilizando tampéao fosfato de sodio a 0,1M, pH
6,0 contendo concentracdes crescentes de NaCl (0,2 a 1,0M). Aliquotas de 3,0 mL foram
coletadas e testadas para atividade enzimética sobre o substrato Abz-KPIEFFRLQ-Eddnp em
tampé&o acetato de sédio 0,1M, pH 5,0.

Cromatografia em coluna de resina Superose® 12 HR (Pharmacia)

A amostra contendo atividade enzimatica foi aplicada em aliquotas de 0,5 mL a coluna de resina
Superose® 12 HR (Pharmacia). FracGes 3,0 mL foram coletadas e testadas para atividade
enzimatica. A massa molecular da enzima foi estimada através da cromatografia em coluna de
resina Superose® 12 HR (Pharmacia). As fracBes contendo atividade enzimatica foram
reunidas e concentradas. O material concentrado foi utilizado nas etapas de eletroforese em gel
de poliacrilamida contendo SDS e cinética enzimatica. No gréafico, o quadro delimitado pela

linha pontilhada indica quais foram as fragcdes que apresentaram atividade enzimatica.
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Cromatografia Superose® 12 HR (Pharmacia)
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Figura 3. Cromatografia de coluna Superose® 12 HR (Pharmacia) equilibrada em tampéo
fosfato de sodio 0,1 M, pH 6,0. Foi feito um gradiente utilizando tampéo fosfato de sddio a
0,1M, pH 6,0 contendo concentracdes crescentes de NaCl (0,2 a 1,0M). FracGes 3,0 mL foram
coletadas e todas foram testadas para atividade enzimética sobre o substrato Abz-KPIEFFRLQ-
Eddnp em tampéo acetato de sodio 0,1M, pH 5,0.

Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)®
A Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) mostra que a proteina isolada

aparece como uma Unica banda com massa molecular superior a albumina bovina usada como

padréo.
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Figura 4. Eletroforese em gel poliacrilamida a 13% contendo SDS coradas pela prata
amoniacal. Em 1 —Padréo de massa molecular 64 KDa (soroalbumina bovina), 2 e 3— Amostra

sem B-mercaptoetanol (condigdes ndo redutoras).

Estimacao da massa molecular aparente por cromatografia de filtracdo em gel

Padrdes de massa molecular conhecida foram utilizados para estimativa da massa molecular da
aspartil peptidase do fluido pericardico humano. A massa molecular da amostra foi estimada
em 141 kDa.
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Figura 5. Estimativa da massa molecular da amostra contendo a aspartil peptidase do fluido
pericardico humano e padrfes de massa molecular conhecida (gama globulina bovina 150 kDa,
soroalbumina bovina 65 kDa, ovoalbumina 45 kDa, anidrase carbénica 29 kDa e citocromo ¢
12,4 kDa).

Determinacéo do pH 6timo

O pH 6timo para a atividade da aspartil peptidase isolada neste estudo esté entre pH 4 e 5.

Titulacéo do sitio ativo com pepstatina A
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Figura 6. Titulacdo com pepstatina A para inibicdo da aspartil peptidase do fluido pericardico
humano. Foram feitas incubacdes com o inibidor nas concentragdes de 1,5 x 107 mol/L a 7,4 x
10 mol/L, utilizando um volume constante da enzima e substrato em tamp3&o acetato de sddio
0,1 M e pH 4,5. A atividade enzimatica foi dada pela variacdo de fluorescéncia por unidade de
tempo. A inibicdo foi feita utilizando um Gnico substrato. Apds a titulacdo do sitio ativo com

pepstatina A, foi observado que a concentracdo da enzima ativa era de 2,347 uM.

Determinacéo dos parametros cinéticos Kwm, Keat € Kecat/Km para a hidrolise dos substratos

sintéticos relacionados a sequéncia do sitio reativo da calistatina

Os parametros cinéticos Kwm, Kcat € Keat/Km foram determinados para cada um dos substratos e

demonstrados na Tabela 2.

Tabela 5. Parametros cinéticos Kw, keat € keat/Km para a hidrolise dos substratos sintéticos
relacionados a sequéncia do sitio reativo da calistatina pela aspartil peptidase isolada do fluido

pericardico humano.
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Enzima Sequéncia do Abz- Kwm Keat Keat/ K
peptideo-Eddnp mM) (sh (M x s)
AIKFFSRQ 3,571 1,17 0,33
Peptidase aspartica do AIAFFSRQ 0,981 5,45 5.56
fluido pericérdico
AILFFSRQ 1,755 6,18 3,52
AISFFSRQ 1,053 4,34 4,12

A: Alg, alanina; F: Phe, fenilalanina; I: lle, isoleucina; K: Lys, lisina; L: Leu, leucina; Q: Gln, glutamina; R: Arg,

arginina; S: Ser, serina.

Os dados aqui apresentados foram utilizados para um estudo comparativo com dados

observados para outras aspartil peptidases humanas utilizando o0 mesmo conjunto de substratos

obtidos nas mesmas condic¢des de ensaio demonstrados na Tabela 3.

Tabela 6. Parametros cinéticos Kwm, keat € Keat/Km para a hidrolise dos substratos sintéticos

relacionados a sequéncia do sitio reativo da calistatina pela aspartil peptidase isolada do fluido

pericardico humano e de peptidases asparticas humanas isoladas de outras fontes.

Enzima Sequéncia do Abz- Kwm Kcat Keat/Km
peptideo-Eddnp M) (st  (Mxs?

AIKFFSRQ 3,571 1,17 0,33

Peptidase aspartica do fluido pericardico AIAFFSRQ 0,981 5,45 5.56
AILFFSRQ 1,755 6,18 3,52
AISFFSRQ 1,053 4,34 4,12
AIKFFSRQ 0,600 4,36 7,27
AIAFFSR 487 10,37

Catepsina D% SRQ 048 505 03
AILFFSRQ 1,180 3,04 2,58
AISFFSRQ 1,070 8,32 7,77
AIKFFSRQ 0,650 12,72 19,57
AIAFFSRQ 0,568 5,89 13,38

Gastricsina®
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0,700 1,62 5,37
AILFFSRQ
AISFFSRQ 0,648 6,33 8,76
AIKFFSRQ 0,986 12,82 13,00
Pepsina?® AIAFFSRQ 0,698 5,89 8,44
AILFFSRQ 0,540 1,62 3,00
AISFFSRQ 1,220 6,33 5,19
AIKFFSRQ 0,717 4,77 6,65
Uropepsina® AIAFFSRQ 0,597 3,18 5,33
AILFFSRQ 0,730 1,97 2,70
AISFFSRQ 0,575 2,58 4,49
_ s AIKFFSRQ 1,20 4,88 4,07
catepsina AIAFFSRQ 0,27 16,25 60,18
AILFFSRQ 0,19 7,80 41,05
AISFFSRQ 0,32 8,78 27,43

A: Alg, alanina; F: Phe, fenilalanina; I: lle, isoleucina; K: Lys, lisina; L: Leu, leucina; Q: Gln, glutamina; R: Arg,

arginina; S: Ser, serina.

DISCUSSAO

Este trabalho mostra que o fluido pericardico humano contém atividade de aspartil peptidase,

inibida por pepstatina A, que foi isolada apds etapas de purificacdo por cromatografias em

resina de Cibacron Blue Agarose® para retirar a albumina (presente em grande quantidade

nesse fluido), troca idnica em resina Q-Sepharose® e filtragdo molecular em coluna de resina

Superose® 12 HR (Pharmacia). A enzima isolada apresentou uma massa molecular aparente

de 141 kDa. A atividade de aspartil peptidase foi observada apenas nessa regido de massa

molecular. Quando analisada por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) em

condigdes ndo-redutoras foi observado uma banda proteica com massa molecular aparente

bastante superior a 65 kDa (padréo usado no procedimento) corroborando o dado obtido pela

filtracdo molecular. Foi pressuposto que nessa condicdo cromatografica a proteina se

encontrava na forma nativa globular, visto que a atividade enzimatica estava presente na
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amostra eluida. O tratamento da enzima do fluido pericardico com [-mercaptoetanol fez com
que a banda proteica ndo pudesse mais ser visualizada na mesma regido de massa molecular,
sugerindo que a proteina nativa poderia estar na forma de dimero, ou ainda ligada a algum
carreador presente no fluido pericardico, 0 que necessita de mais experimentos para
averiguacao dessa possibilidade. A aspartil peptidase presente no fluido pericardico humano foi
detectada e monitorada por meio de um protocolo de purificagdo pela hidrolise do substrato
Abz-KPIEFFRLQ-Eddnp, sequéncia cléssica suscetivel a hidrolise por aspartil peptidases.®
Sabemos que a hidrélise ocorre entre as ligages Phe-Phe, em pH 4cido.?® Substratos baseados
na sequéncia do sitio reativo da calistatina usados em estudos de especificidade da catepsina D,
foram hidrolisados na ligacdo Phe-Phe também, apesar da presenca de Lys e Ser nas posices
P> e P> da sequéncia do sitio reativo da calistatina desfavorecerem a acdo enzimética da
catepsina D.?> Em um estudo foi observado que a hidrdlise de substratos com apagamento
intramolecular de fluorescéncia contendo Lys e Ser nas posic¢Oes P2 e P> na sequéncia do sitio
reativo da calistatina.?” A aspartil peptidase presente no fluido pericardico humano, isolada
neste trabalho foi avaliada quanto as propriedades cataliticas utilizando substratos com
modificacdes na posi¢do P2 em torno do sitio reativo da calistatina (Abz-AIKFFSRQ-Eddnp,
Abz-AIAFFSRQ-Eddnp, Abz-AILFFSRQ-Eddnp, Abz-AILFFSRQ-Eddnp). Foi observado
que a semelhanca de outras aspartil peptidases a enzima do fluido pericéardico hidrolisou a
ligacdo entre os residuos de fenilalanina em todos os substratos utilizados (dados ndo
mostrados). Esse comportamento permitiu comparar as propriedades cataliticas desta aspartil
peptidase quando apenas o residuo na posicéo P é substituido. Foi observado que a presenca
do residuo Lys na posicdo P> foi a modificacdo que mais interferiu na capacidade catalitica da
enzima kca/Km, se comparado aos residuos Leu, Ala e Ser nesta posicdo. A presenca de um
aminoacido carregado em P, (Tabela 2) reduziu tanto a afinidade da enzima pelo substrato (Kwm)
guanto a constante catalitica (kcat). Estes dados so similares aqueles observados por pimenta?®,
que utilizando os mesmos substratos usados neste estudo e catepsina D de figado humano,
mostraram que Lys na posicéo P> foi a modificagdo mais critica para a hidrolise pela catepsina
D, onde tanto a afinidade pelo substrato (Kwm), quanto a constante catalitica (Kcat) contribuiram
para a menor eficiéncia catalitica (Tabela 3). Entretanto, estudos com este mesmo grupo de
substratos (Abz-AIKFFSRQ-Eddnp, Abz-AIAFFSRQ-Eddnp, Abz-AILFFSRQ-Eddnp, Abz-
AILFFSRQ-Eddnp), com pepsina, gastricsina, uropepsina e catepsina D de baco humanas
mostraram que a substituicdo pelo residuo Leu na posi¢do P foi a modificacdo que mais
interferiu na capacidade hidrolitica, apesar deste grupo reunir enzimas secretdrias e

parenquimatosas.?® Contrariamente ao observado para a enzima do fluido pericardico e por
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Pimenta?®, a catepsina D de bago usada em um estudo por Pereira?®, mostrou que Lys, Ala ou
Ser em P> ndo sdo modificacBes criticas para a atividade catalitica. Vale ressaltar que foram
utilizadas as mesmas condicdes para hidrélise em neste trabalho.?® Neste contexto, se pode
inferir que a isoforma pericardica de aspartil peptidase apresenta maior semelhanca com a
catepsina D hepatica usada por Pimenta? que a isoforma isolada e caracterizada de bago por
Pereira®®. Estes dados sdo importantes por mostrar que as aspartil peptidases, nas suas
isoformas, apesar de tantas similaridades estruturais, apresentam comportamentos distintos em
relacdo as suas propriedades hidroliticas. Estudos estruturais, como modelagem molecular da
enzima frente aos substratos usados serdo de grande valia no que se refere as interac6es no sitio
ativo dessa isoforma. Ainda néo ha referéncias a presenca de calistatina ou de um possivel papel
na inibicao da calicreina no fluido pericardico, mas dados anteriores para o fluido pericardico
humano?! ja haviam mostrado a existéncia de uma atividade de serino peptidase relacionada a
hidrdlise de sequéncias sintéticas do cininogénio com caracteristicas similares as calicreinas.
Dados obtidos em um estudo®, mostram que a KLK11 promove a hipertrofia de cardiomidcitos
por ativacdo de AKT-mTOR sinalizando para a promocao da sintese proteica e que a repressao
de mTOR bloqueia os papéis de KLK11 na regulacdo da hipertrofia do cardiomidcito.
Concluindo, se pode inferir que como o fluido pericérdico é um ultrafiltrado do plasma a partir
do miocardio, é pouco provavel que a isoforma de aspartil peptidase aqui isolada a partir desse
fluido tenha uma origem plasmatica, visto que o processo de difusdo é limitado a moléculas
com massa moleculares inferiores a 40 kDa. A hidroélise da calistatina pela aspartil peptidase
do fluido pericardico humano sugere um potencial papel paracrino da enzima no equilibrio da

relagdo calicreina-calistatina no espaco pericardico.

CONCLUSOES

Uma peptidase que atua em pH acido presente no fluido pericardico humano foi purificada
através das etapas cromatograficas de troca ionica e filtragdo molecular. A enzima foi inibida
por pepstatina A, confirmando ser uma aspartil peptidase. A massa molecular aparente da
enzima foi estimada em 141 kDa, por cromatografia de filtragdo em gel. A hidrdlise de
substratos com modificacdes na posi¢do P2 em torno do sitio reativo da calistatina mostrou que
a presenca do residuo Lys em P> foi a modificagdo mais deletéria para a atividade enzimatica,
tanto para a afinidade da enzima pelo substrato (Kwm) quanto para a constante catalitica (Kcat). A
isoforma pericardica de aspartil peptidase apresenta maior semelhanca catalitica com a

catepsina D hepatica quando comparada a enzima isolada de baco. A hidrdlise de sequéncias
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do sitio reativo da calistatina pela aspartil peptidase do fluido pericardico humano sugere que a

enzima pode interferir em processos fisiologicos onde a calistatina esteja envolvida.
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