INIBICAO DA KLK6 PELO DOMINIO KPI
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RESUMO

Mal de Alzheimer é uma doenca neurodegenerativa que afeta pessoas com mais de
65 anos de idade e para qual ndo ha tratamento efetivo atualmente. Estudos tém
demonstrado que a ativacao de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, pode
induzir a producdo de peptideos beta amiloides e de uma isoforma da APP
denominada APP-KPI, que contém em sua estrutura um dominio inibidor de serino
proteases denominado “Kunitz Protease Inhibitor” (KPI). Serino proteases sao
enzimas proteoliticas envolvidas em varios processos fisiopatoldégicos. Uma nova
serino protease, denominada KLK6, tem sido associada a progressao desta doenca.
O nivel desta enzima aumenta no plasma e diminui no cérebro de pacientes com
mal de Alzheimer. Trabalhos sugerem que a KLK6 exer¢ca um papel protetor do
SNC. Para elucidar o papel desta enzima em mal de Alzheimer este trabalho se
propde a fazer um estudo de inibicdo enzimatica pelo dominio KPI, sugerindo que,
em condi¢Bes fisiologicas, o dominio KPI poderia inibir a atividade protetora da
KLK®6, aumentando a susceptibilidade para o mal de Alzheimer.
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INTRODUGCAO

O Mal de Alzheimer constitui uma forma de deméncia progressiva e para o
qual ndo ha cura, podendo eventualmente, levar a morte. A doenca foi descrita pela
primeira vez em 1906 pelo psiquiatra e neuropatologista alemé&o Alois Alzheimer in
1906 (Berchtold, N. C., Cotman, C. W., 1998). Em 2006, havia 26.6 milhdes de
pessoas ao redor do mundo com mal de Alzheimer. Estudos tem demonstrado que
até o ano 2050, a doenca afetard 1 em cada 85 habitantes (Brookmeyer, R. et al,
2007).
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A doenca pode ser causada por mutacdes que promovem a produgcao de um
peptideo denominado beta amiléide (Ag42), que € o principal componente das placas
senis (Selkoe, 1999).

A memantina é um antagonista ndo competitivo dos receptores de NMDA. O
farmaco age bloqueando os receptores de NMDA e inibindo sua superestimulacdo
pelo glutamato. Trabalhos tém sugerido que a chave para uma maior compreensao
da doenca esta na ligacdo da proteina APP com os receptores de NMDA através do
aumento da expressao de uma isoforma da APP contendo um dominio KPI adicional

e, por esta razdo, denominada APP-KPI (Sylvain Lesné, et al., 2005).

Atualmente, trabalhos tém sugerido que a chave para uma maior
compreensao da doenca estad na ligacdo da proteina APP com os receptores de
NMDA através do aumento da expressdo de uma isoforma da APP contendo um
dominio KPI adicional e, por esta razdo, denominada APP-KPI (Sylvain Lesné, et al.,
2005).

O objetivo deste trabalho € demonstrar que o dominio KPI pode inibir a acao

da KLK6 e assim predispor a pessoa a desenvolver mal de Alzheime r.

MATERIAL E METODOS

Ensaios de Cinética Enzimatica serdo utilizados para se determinar a
eficiéncia da atividade catalitica das proteases. Neste ensaio sera utilizado o
peptideo FRET Abz-KLRSSKQ-Eddnp, onde cada letras corresponde a um
aminoacido na sequéncia polipeptidica.

Neste ensaio, concentracdes do peptideo variando de 100nM — 100uM serao
incubadas a 37°C por 1 minuto com a KLK6. ApGs este periodo, sera realizada uma
leitura espectrofotométrica da incubacdo. Os valores serdo plotados num gréfico e
ajustados para a equacéo de Michaelis-Mentem. Experimento idéntico sera realizado
com KLK1 e tripsina como bases de comparacéo.

Para se realizar os ensaios de inibicdo, as enzimas (tripsina, KLK1 e KLK®6),
isoladamente, seréo incubadas por 30 minutos com o peptideo derivado do dominio
KPI em concentra¢des que variam de 1nM — 10uM. ApoGs o periodo de incubacéo,

proceder-se-4& uma incubacdo nos mesmos moldes do item anterior. De posse
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destes dados, os pesquisadores preparardo os graficos de Lineweaver-Buker para
determinar o tipo de inibicdo e o Ki do dominio KPI.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A pesquisa atualmente encontra — se em desenvolvimento bibliografico que
consolide os aspectos tedricos para desenvolvimento da pratica, a fim de se obter
resultados precisos. Conforme a literatura cientifica empregada até o presente
momento da pesquisa, o dominio KPI presente em algumas proteinas denominadas
APP, exerce uma acao inibitéria sobre a KLK6, que possivelmente desenvolve um
papel neuroprotetor, por apresentar sua concentracdo reduzida no cérebro em
pacientes portadores do Mal de Alzheimer (Diamandis, et al., 2006.). Para que o0s
resultados acima descritos possam ser elucidados, busca — se uma estrutura
laboratorial que proporcione realizagdo satisfatéria dos testes necessarios para

cumprimento da pesquisa, tornando — se este um desafio deste projeto.

CONCLUSAO

E esperado que o dominio KPI iniba a acdo da KLK1, KLK6 e tripsina,
estabelecendo — se, assim, uma relacdo bioquimica na atividade de serino

proteases como a KLK6 e o desenvolvimento do Mal de Alzheimer.
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