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INTRODUCAO

As serino proteases, ou enzimas proteoliticas digmees de um residuo de serina para
a atividade catalitica, estdo largamente repredastaa natureza, sendo encontradas em
virus, bactérias e eucariotos (BARRET, 1994). Nosagotos, diversas proteinas que
passam pela via secretéria séo sintetizadas cofmprpteinas e sofrem endo ou exo-
protedlise. Sdo exemplos classicos alguns fat@@etados, como a insulina; proteinas
de membrana podem sofrer esse tipo de processanzenio é o caso do receptor da
insulina ou a proteina gp 160 do HIV (FULLER®,al., 1988). A especificidade das
enzimas proteoliticas depende de vérios fatoresnee, caso das enzimas de
processamento intracelular, hd compartimentalizag#acelular, permitindo assim a
co-localizacdo com o substrato, limitando sem diivad variedade de moléculas
expostas a acado enzimatica, juntamente com asgé@msdiegulaveis do meio. As SPCs
(subtilisin-like proprotein convertases) de mana$efuncionam ou no ramo regulatério
ou constitutivo da via secretoria. As convertasé? B PC1/3 sao as principais formas
expressas no sistema neuroenddcrino e cerebrad, @dasl agem sobre pro-horménios e
precursores neuropeptidicos em vesiculas pelaeci@t®ria Pro-horménio convertase
1/3 (PC1) é membro da subfamilia da pré-proteinavedase/kexina das serino
proteases, a qual esta envolvida na maturacdo ofitt® de uma variedade de
proteinas (SEIDAH al., 1998). PC1, hidrolisa seus substratos ap6s urdepeesiduos
basicos (Lys-Arg), embora em um menor numero ddigeps bioativos, hidrolises
ocorrem em um unico residuo basico (HUTTON, 19@licosaminoglicanos (GAGS)

€ um grupo de polissacarideos lineares de alto pedecular com varias unidades
dissacaridicas repetidas e usualmente ocorrendo penteoglicanos, incluindo
condroitin sulfato, dermatan sulfato, heparan soléaheparina, queratan sulfato e acido
hialurbnico. Tem sido mostrado que a interacaora@reas e glicosaminoglicanos sé&o
capazes de modular a atividade de diferentes peteatambém afetar suas estruturas
(TERSARIOL et al., 2002). Dados da literatura mostram que as infesac
macromoleculares de GAGs com proteases sao capbzesromover alteracdes
estruturais (ALMEIDAet al., 1999; ALMEIDA et al., 2001) proteger contra inativagao
alcalina, intensificar da atividade catalitica, @&mbar a estabilidade protéica
(ALMEIDA et al., 1999), e reduzir a inibicdo protéica por inibi®rnaturais
(LINDSTEDT, KOVANEN, 2001). Estudos demonstraraneBAGs heparina-simile
podem modular a atividade de algumas serino pregeasseus inibidores naturais
(GETTINS et al., 1996). No caso das cisteino proteases, mais iBspe®ente em
relacdo a papaina, heparina e heparan sulfat iadun aumento do contetdo de



hélice o que estabiliza a estrutura da enzima mesmpH alcalino (ALMEIDAet al.,
1999). A utilizacdo de estudos fisico-quimicos perram aprofundamento das etapas
do um mecanismo catalitico e especificidade de teatbs sob serino proteases.
Portanto, o objetivo deste trabalho é expressaifjqar pré-proteino convertases mPC1
e estudar sua atividade cinética.

OBJETIVOS
Expressar, purificar e estudar a atividade cinétiaapro-proteino convertase mPC1
utilizando abordagens fisico-quimicas.

METODOLOGIA

A enzima mPC1 foi expressa e purificada no depamamde Biofisica-UNIFESP e
gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Vitor de Oliveifeoram utilizados substratos com
fluorescéncia internamente apagada Abz-peptidil-BpDAs cinéticas enzimaticas
foram realizadas a 3¢ em tampao Bis-Tris 200mM, 0,01% de Triton X-100M de
CaCh, pH 7 e a hidrélide dos substratos acompanhadacoogprimentos de onda
EX=320nm e EM=420nm em espectrofluorimetitachi F-2500 e os dados analisados
no programa Grafit 5.0. A determinacdo dos pKamB&1 nas diferentes situacdes de
glicosaminoglicanos (GAGS) e substrato foi realwath tampao universal.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O ensaio realizado na presenca de heparina apvasemt valor de 1= 12,03+0,66
UM. Pode-se observar que a heparina teve uma aghiboria sobre a enzima
(FIGURA 1A). Para corroborar a inibicédo, foi realizado umagmgpara verificacdo da
supressao da fluorescéncia pela heparina, onddilgew o substrato Abz-peptidil-
EDDnp hidrolisado e as mesmas concentracdes de hepavirenghio anterior. A
FIGURA 1B nos mostra que nao ocorreu supressao por partemdina no grupo
fluorescente, nao interferindo no resultado aptesenanteriormente.

Apoés os ensaios para verificagdo do comportameatbegparina frente a mPC1, foi
realizado ensaios para a determinacao dos pKszi@ama auséncia e na presenca de
250mM de potéssio (KCI). O experimento foi realizan tampao universal, cobrindo
uma faixa de pH variando de 3,5 a 9.
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FIGURA 1: Inibicdo da mPC1 por heparina.
A: Perfil da inibicdo da protease de processameR€1; B) Analise da supresséo da fluorescéncia do
grupo ABZ.
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Figura 2: Perfil de pH da hidrolise do substrato fuorescente Abz-SKRSALRDQ-EDDnp pela
mPC1. A->Condi¢Bes: Tampédo contendo glicina 25 mM, aciddiez®5 mM, MES 25 mM, Tris-HCI

75 mM, 37C, na auséncial{) ou na presencas) de KCI 250 mM. Os parametros cinétidast/Km
foram determinados em condi¢des de pseudo-prirogitem, onde a concentracdo de substrato foi 10-20
vezes menor que o valor #en. Os valores de pK e pK., sdo mostrados no grafico=BCondicdes:
Tampa&o contendo glicina 25 mM, acido acético 25 S 25 mM, Tris-HCI 75 mM, 250mM de KCl,
37°C, na auséncia{) de heparina ou na presenca de heparina nasntaagies de SuMe| e 40uM

(A). As atividades foram determinadas em condicGqwid®ira ordem, onde a concentracdo de substrato
foi 10-20 vezes maior que o valor idm.

PelaFIGURA 2A, claramente observa-se que o potassio atua aumlensaeficiéncia
catalitca (Kcat/kM) da mPCl de aproximadamente para 45mM-.s?
correspondendo a uma ativacdo enzimatica de 3 .vBpesoutro lado, a presenca de
potassio afeta muito pouco pkKdeslocando em 0,2 unidades para a direita enquanto
sobre pK, o potassio desloca a curva em 0,79 unidades pesglerda, isso implica
que na presenca de potassio a protease mPC1 éenaisel ao meio alcalino sofrendo
uma desprotonagdo mais precoce comparativamenteargbiente na auséncia do
potassio.

Na analise da atividade da mPC1l em primeira ordel@{RA 2B), onde temos
saturacao de substrato, na auséncia e presengpdenia em duas concentracdes, 8 e
40uM, em funcéo do pH, verificamos que baixa cotiagfo de heparina promoveu
um decaimento da atividade em relacdo ao cont@@ull de heparina). Nestas
condicbes foram determinados os valores dg p&rrespondendo os pK da interagéo
enzima-substrato os quais foram na auséncia derihepaKesl1=6,69+0,13 e
pKes2=7,74+0,13, com 8uM de heparina obtivemos pK&81+0,24 e
pKes2=7,61+0,25, e com 40uM de heparina verifimu-es valores de
pKes1=6,36+0,11 e pKes2=8,28+0,11.

Dessa forma observa-se que heparina 40uM promoesglocdkmento da curva de pH
para a direita em 0,54 unidades de pH na presem@b@mM de potassio. Ou seja,
heparina promoveu uma maior resisténcia da mPCarebientes alcalinos mesmo na
presenca de potassio o qual, sem heparina, tormaot@ase mais suscetivel a
alcalinidade, assim, heparina foi capaz de modutdividade da mPC1.

Uma vez que heparina é capaz de modular a atividledenPC1 realizamos o
acompanhamento da fluorescéncia intrinseca dofaipd em diferentes concentracdes
deste GAG. AFIGURA 3 mostra que ndo houve alteracdes das curvas reaerdiés
concentracdes de heparina (0-100uM). Esses dadssinfiorma que nédo houve
alteracdes nos posicionamentos dos triptofanostnatera de forma mensuravel e que
a acao da heparina deve estar localizada maisugiegite no sitio catalitico.
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Figura 3: Fluorescéncia intrinseca da mPC na presenca @eihap
O monitoramento de triptofano da mPC1 foi realizadotampao Bis-Tris 50mM, pH 7 em comprimento
de onda de excitagdo de 295nm e emissao no irmetea?70 a 410nm.

CONCLUSAO.

Heparina é capaz de inibir a atividade enzimatecarmbtease de processamento mPC1.
Na presenca de potassio verificou-se deslocamenpedil da curva de pH tornando a
enzima mais label em meio alcalino, entretantoremgmca de 40uM de heparina foi
capaz de reverter esse efeito do potassio inclysiw@ovendo uma maior resisténcia
em meio alcalino. A modulacéo da atividade da mB&/e estar ocorrendo diretamente
no sitio catalitico uma vez que ndo se observoiagéar da fluorescéncia intrinseca do
triptofano.
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